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Mécanismes de contrôle du facteur de transcription E2F4 dans les cellules 
épithéliales intestinales normales et cancéreuses
Par Marie-Christine Paquin, Département d ’anatomie et de biologie cellulaire
Thèse présentée à la Faculté de médecine et des sciences de la santé en vue de 
l’obtention du grade de philosophiae doctor (Ph.D.) en biologie cellulaire, Faculté de 
médecine et des sciences de la santé, Université de Sherbrooke, Québec, Canada
L’épithélium intestinal est en constant renouvellement et les mécanismes qui 
contrôlent la prolifération y sont parfaitement orchestrés. Le facteur de transcription 
E2F4 est un régulateur clé de la transition G l/S, de la prolifération et de l’homéostasie 
des cellules épithéliales intestinales. Contrairement à E2F1, la localisation cellulaire 
d’E2F4 varie en fonction de l’état prolifératif des cellules : il est exprimé 
majoritairement au cytoplasme des cellules quiescentes ou différenciées et au noyau 
des cellules prolifératives. Dans cette thèse, les mécanismes de contrôle de la 
localisation d’E2F4, de sa phosphorylation et de son expression, de même que les 
mécanismes qui contrôlent l’entrée en phase S des cellules épithéliales intestinales 
normales humaines (HIEC) ont été analysés. Nos résultats démontrent que l’activation 
de la signalisation MEK/ERK par le sérum est requise pour la translocation nucléaire 
d ’E2F4 et la transition G l/S des HIEC. Par contre, la stimulation du sentier MEK/ERK 
par l’EGF n ’est pas suffisante à induire ces événements: l’inhibition concomitante des 
GSK3a/p ou des p38a/(3 est aussi requise. En effet, la combinaison de l’EGF ou du 
FGF9 avec un inhibiteur pharmacologique des GSK3 entraîne la translocation 
nucléaire d’E2F4 et l’entrée en phase S. De manière analogue, l’inhibition des p38 en 
combinaison avec l’EGF cause aussi la translocation nucléaire d’E2F4 et l ’entrée en 
phase S des HIEC. Par ailleurs, l’activation des IKKa/p semble aussi requise pour la 
translocation nucléaire d’E2F4 et la transition G l/S des HIEC induites par le sérum. 
Ensuite, nos résultats indiquent qu’E2F4 est rapidement phosphorylé suivant la 
stimulation par le sérum de manière dépendante du sentier MEK/ERK. Ainsi, des 
essais kinases in vitro démontrent qu’ERKl phosphorylé efficacement E2F4, 
potentiellement sur les S244 et S384. Nos résultats suggèrent aussi que GSK3P 
interagit avec E2F4, principalement dans les cellules quiescentes, et pourrait alors le 
phosphoryler. Par ailleurs, E2F4 est phosphorylé, surexprimé et localisé au noyau des 
adénomes colorectaux humains. De plus, les mutants d’E2F4 retrouvés dans les 
cancers colorectaux avec instabilité des microsatellites, E2F4(Ser)i2 et E2F4(Ser)i4, 
sont plus fortement exprimés en raison d’une stabilité accrue et ont une meilleure 
activité transcriptionnelle. Nous démontrons aussi l’existence de 2 formes principales 
du partenaire d’interaction d’E2F4, DP-2, exprimées dans les HIEC: DP-240, dont 
l’expression augmente avec l’entrée en phase S et DP-266, dont l’expression diminue. 
De plus, DP-24 est surexprimée dans les cancers colorectaux humains et pourrait alors 
y favoriser la localisation nucléaire d ’E2F4. En conclusion, nous avons identifié des 
mécanismes de régulation du facteur de transcription E2F4 et de l’entrée en phase S 
des HIEC. Cependant, ces mécanismes sont altérés lors de la carcinogénèse. D’ailleurs, 
la surexpression et la localisation aberrante d ’E2F4 de même que la surexpression de 
DP-240 dans les cancers colorectaux pourraient contribuer à l’hyperprolifération et à la 
formation de cancers dans le côlon et le rectum. E2F, cycle cellulaire, prolifération, 
épithélium, cancer colorectal, DP-2
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I- INTRODUCTION
1. Le système digestif : un aperçu
Le rôle du système digestif est de transformer les aliments ingérés de manière 
à retirer l’énergie et les nutriments nécessaires au bon fonctionnement du corps 
humain. Le système digestif est composé du tube digestif et de ses organes digestifs 
annexes. Le tube digestif se définit comme étant le conduit s’étendant de la bouche à 
l’anus et permettant la digestion de la nourriture, l’absorption des nutriments et 
l’élimination des déchets résiduels.
Il est composé de la bouche, du pharynx, de l’œsophage, de l’estomac, de 
l’intestin grêle et du côlon (Figure 1). Les organes digestifs annexes sont les dents, la 
langue, les glandes salivaires, le foie, la vésicule biliaire et le pancréas (Figure 1). Le 
système digestif accomplit plusieurs fonctions : l’ingestion d ’aliments solides ou 
liquides par la bouche; la sécrétion d’enzymes, d’eau et d’ions par différentes cellules 
sécrétrices; le brassage par contraction et relâchement des muscles lisses et la 
propulsion par des mouvements de péristaltisme; la digestion mécanique et chimique; 
l’absorption de petites molécules; et l’élimination des fèces (Tortora and Grabowski, 
2001).
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Figure 1. Les organes du tube digestif
Vue antérieure du tronc montrant les organes du tube digestif qui sont la bouche, le 
pharynx, l’œsophage, l’estomac, l’intestin grêle (duodénum, jéjunum, iléum) et le 
côlon (ascendant, transverse, descendant). Les organes digestifs annexes sont les 
dents, la langue, les glandes salivaires, le foie, la vésicule biliaire et le pancréas. Leurs 
actions combinées participent à l’ingestion de la nourriture, à sa digestion en éléments 
absorbables, à l’absorption des nutriments et à l’élimination des déchets. Tirée de 

























VU* latéral* droit* de la téta et du cou et vue anténeure du tronc
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1.1 Les couches tissulaires du tube digestif
Entre l’œsophage et le côlon, les parois du tube digestif possèdent une 
structure uniforme composée de quatre couches de tissus qui sont, de l’intérieur vers 
l’extérieur, la muqueuse, la sous-muqueuse, la musculeuse et la séreuse (Figure 2). La 
muqueuse est elle-même composée de 3 couches tissulaires : l’épithélium de surface, 
qui est en contact direct avec le contenu du tube digestif; le chorion (lamina propria), 
un tissu conjonctif lâche qui soutient l’épithélium; et la muscularis mucosae, une 
mince couche de fibres musculaires lisses (Figure 2). La sous-muqueuse est un tissu 
conjonctif lâche responsable de l’attachement de la muqueuse à la musculeuse.
A l’exception de la bouche, du pharynx et de la partie supérieure de 
l’œsophage, la musculeuse est constituée de deux couches de muscles lisses : une 
couche interne de fibres circulaires et une couche externe de fibres longitudinales, qui 
permettent de broyer les aliments, de les mélanger et de les déplacer dans le tube 
digestif. Finalement, la séreuse, qui est composée de tissu conjonctif et d’épithélium 
simple pavimenteux, est responsable de l’attachement du tube digestif à la cavité 
abdominale (Tortora and Grabowski, 2001).
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Figure 2. Les couches tissulaires du tube digestif
Droite : De l’œsophage au côlon, le tube digestif est constitué de quatre couches de 
tissus qui sont, de l’intérieur vers l’extérieur, la muqueuse (m ucosa\ la sous- 
muqueuse (.sub-mucosa), la musculeuse (muscularis extenia) et la séreuse (serosa). 
Gauche : La muqueuse est, elle-même, composée d ’un épithélium de surface, de la 
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1.2 Fonctions et histologie de l ’intestin grêle et du côlon
L’intestin reçoit le chyme broyé et digéré par l’estomac et contribue à la 
digestion par les enzymes de la bordure en brosse, à l’absorption des molécules 
simples et au déplacement des aliments en digestion. L’intestin grêle est divisé en 3 
segments, le duodénum, le jéjunum et l’iléon, qui sont tapissés d ’une couche unique 
de cellules épithéliales prismatiques, c’est-à-dire plus allongées que larges.
Afin de faciliter la digestion et l’absorption, la muqueuse intestinale forme des 
renflements allongés appelés villosités, qui permettent d ’augmenter la surface de 
contact avec le chyme (Figure 3). Les cellules absorbantes composant les villosités 
sont munies d’une bordure en brosse qui contribue aussi à augmenter la surface de 
contact. En plus des villosités, la muqueuse est composée de crevasses profondes, les 
cryptes de Lieberkühn, qui renferment entre autres les cellules souches épithéliales 
intestinales (Figure 3).
En effet, l’intestin est un organe à renouvellement rapide, où les cellules 
épithéliales y sont continuellement renouvelées. Les cellules souches de la crypte 
intestinale donnent naissance aux cellules progénitrices, qui elles vont rapidement 
proliférer, pour ensuite être déterminées à se différencier en un des quatre types 
cellulaires qui composent l’épithélium de l’intestin grêle: les cellules absorbantes, qui 
sont responsables de la digestion et de l’absorption des nutriments; les cellules 
caliciformes ou cellules à mucus, qui produisent le mucus facilitant le déplacement du 
chyme; les cellules de Paneth, situées tout au fond des cryptes, où elles y sécrètent le 
lyzozyme et les défensines, des substances anti-microbiennes; et les cellules entéro- 
endocrines, aussi situées dans les cryptes, qui sécrètent des hormones relâchées dans 
la circulation sanguine.
Au niveau du côlon, il n ’y a pas de villosité; sa surface est plane et est 
recouverte de F épithélium de surface. La muqueuse est traversée par de longues 
glandes droites (cryptes) dont l’épithélium est composé principalement de cellules
17
absorbantes et de cellules caliciformes. Tant au niveau de l’intestin grêle que du 
côlon, toutes les étapes de prolifération, d ’arrêt de prolifération, de différenciation et 
de mort cellulaire se doivent d’être parfaitement orchestrées pour assurer l’équilibre 
de Tépithélium (Tortora and Grabowski, 2001; Traber, 1999).
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Figure 3. Histologie de l’intestin grêle et du côlon
Gauche : Dans l’intestin grêle, les villosités s’allongent vers la lumière intestinale et 
sont constituées de cellules épithéliales différenciées et non prolifératives. Tout au 
fond des cryptes, se retrouvent les cellules de Paneth et les cellules souches. Afin 
d ’assurer le renouvellement, les cellules souches se divisent et produisent les cellules 
progénitrices qui à leur tour, vont rapidement proliférer pour ensuite s ’arrêter et 
entamer un processus de différenciation en un des quatre types cellulaires de 
Fépithélium intestinal. Le marquage au Ki67 permet la visualisation des cellules 
prolifératives (en brun). Droite : Dans le côlon, il n’y a pas de villosité, mais plutôt un 
épithélium de surface plat dans lequel s’invaginent de grandes crevasses profondes : 
les cryptes. Le marquage au Ki67 permet la visualisation des cellules prolifératives 
(en brun). Tirée et modifiée de (Radtke and Clevers, 2005).
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1.3 Le cancer colorectal
Le cancer colorectal est la 2'eme cause de décès par cancer au Canada, après le 
cancer du poumon, et la quatrième partout dans le monde (Société canadienne du 
cancer, Organisation Mondiale de la Santé). Aussi, depuis plusieurs années, on 
s’affaire à déterminer des causes, des mécanismes moléculaires, des méthodes de 
dépistage et des traitements pour cette maladie.
Il y a environ vingt ans, Fearon et Vogelstein ont proposé un modèle dans 
lequel l’inactivation du gène Adenomatous Polyposis Coli (APC) mènerait à la 
formation initiale d’adénomes; des mutations dans le gène KRAS seraient ensuite 
associées à la croissance des adénomes; des altérations génétiques du chromosome 
18q conduiraient alors à la croissance et à la progression des adénomes; et finalement, 
la perte ou l’inactivation du gène suppresseur de tumeur p53 conduirait à la transition 
vers le carcinome (Fearon and Vogelstein, 1990)(Figure 4).
Bien que ce modèle soit largement accepté, on sait maintenant que plusieurs 
autres facteurs participent à la carcinogénèse colorectale. En effet, le principal 
précurseur du cancer colorectal serait le polype adénomateux. Pour évoluer en cancer, 
il y aurait ensuite quatre grandes voies : 1-1’instabilité chromosomique, qui est 
caractérisée par des bris de chromosomes qui peuvent mener à la perte ou la 
duplication de gènes; 2- la méthylation des îlots CpG, qui est caractérisée par la 
méthylation de promoteurs de gènes suppresseurs de tumeurs; 3- le « Serrated 
Pathway », caractérisé par une morphologie histologique bien particulière « en dents 
de scie » et habituellement initié par une mutation des oncogènes BRAF  ou KRAS, 
suivi de l’inactivation d’un gène suppresseur de tumeur {pl6INK4a, p53); et 4- 
l’instabilité des microsatellites (MSI), qui est caractérisée par des mutations dans des 
séquences répétées d ’ADN, dues à un défaut de la machinerie de réparation de l’ADN 
(Yang et al., 2010).
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Figure 4. Modèle de carcinogenèse colorectale de Fearon et Vogelstein
Fearon et Vogelstein ont proposé un modèle dans lequel l ’inactivation du gène 
Adenomatous Polyposis Coli (APC) mènerait à l’apparition initiale d’adénomes; des 
mutations dans le gène KRAS seraient ensuite associées à la croissance des adénomes; 
des altérations génétiques du chromosome 18q conduiraient à la croissance et à la 
progression des adénomes; et finalement, la perte ou l’inactivation du gène 
suppresseur de tumeur p53 conduirait à la transition vers le carcinome (Fearon and 
Vogelstein, 1990). Tirée de (Knudson, 2001 )
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2. Les voies de signalisation qui contrôlent la prolifération cryptale intestinale
Les cellules épithéliales qui bordent la lumière du tube digestif sont 
continuellement en contact avec les éléments abrasifs qui y circulent. D’ailleurs, 
l’épithélium est en constant renouvellement afin de remplacer les cellules 
endommagées et assurer cet équilibre nommé homéostasie. Plusieurs voies de 
signalisation sont reconnues pour contrôler la prolifération des cellules épithéliales 
intestinales : la voie Wnt/ P-caténine (Pinto et al., 2003; Korinek et al., 1998; Kim et 
al., 2005; van der Flier and Clevers, 2009), la voie de signalisation 
KRAS/RAF/MEK/ERK (Aliaga et al., 1999; Fang and Richardson, 2005), la voie 
Notch (van Es et al., 2005; Fre et al., 2005), la voie Phosphatidylinositol-3-kinase 
(PI3K)/AKT (Sheng et al., 2003; Sheng et al., 2001; Khaleghpour et al., 2004), la voie 
des Hedgehogs (Madison et al., 2005; van Dop et al., 2009), la voie des Bone 
Morphogenetic Proteins (BMPs) (He et al., 2004; Haramis et al., 2004) de même que 
certaines voies activées par les récepteurs couplés aux protéines G (Murray et al., 
1999; Di Mari et al., 2005; Umar et al., 2000; Yang et al., 2005; Zhang et al., 2007). 
Ci-dessous, les voies de signalisation Wnt/p-caténine(Pinto et al., 2003; Korinek et 
al., 1998; Kim et al., 2005; van der Flier and Clevers, 2009), MEK/ERK, Notch et 
PI3K/AKT sont décrites plus en détails.
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2.1 La voie de signalisation Wnt/ P-caténine
En absence de facteur Wnt, les protéines APC, Axin et Dishevelled s’associent 
à la Glycogen Synthase Kinase 3 (GSK3), qui phosphorylé alors la P-caténine, ce qui 
entraîne sa dégradation (Figure 5). Lors de la liaison d’un facteur Wnt à son récepteur 
Frizzled et son corécepteur LRP5/6, le complexe est démantelé empêchant ainsi la 
dégradation de la P-caténine. La P-caténine alors libérée, s’accumule et peut ensuite 
entrer au noyau, s’associer à TCF-4 et activer la transcription de leurs gènes cibles 
notamment c-myc et cycline D1 qui promeuvent la progression du cycle cellulaire 
(Jope and Johnson, 2004) (Figure 5).
La voie de signalisation Wnt/p-caténine est une voie de régulation de 
l’homéostasie intestinale qui est bien caractérisée. En effet, chez la souris, la 
surexpression spécifique dans l’épithélium intestinal de Dikkopfl, un inhibiteur 
extracellulaire des facteurs Wnt, entraîne une importante réduction de la prolifération 
des cellules épithéliales intestinales qui entraîne la disparition des régions 
prolifératives cryptales (Pinto et al., 2003). Dans le même ordre d’idée, la souris TCF- 
4'/~ décède peu de temps après sa naissance et est caractérisée par l’absence d’un 
compartiment cryptai et de cellules prolifératives qui sont toutes remplacées par des 
cellules différenciées (Korinek et al., 1998). De plus, l’activation de la voie Wnt par 
l’injection de son agoniste, R-Spondin-1, résulte en une hyperprolifération cryptale 
massive (Kim et al., 2005).
Finalement, des mutations activatrices de la voie Wnt initient la majorité des 
cas de cancers colorectaux (Fodde and Brabletz, 2007). Parmi ces mutations, on 
retrouve la mutation/perte du gène suppresseur de tumeur APC, la mutation d'Axin2 et 
des mutations activatrices de P-caténine ou de TCF-4 (van der Flier and Clevers, 
2009; Boland and Goel, 2010). En effet, des mutations d’APC (APCMin/+, APCAn6, 
APCi6im) chez la souris entraînent la formation de polypes, précurseurs du cancer, 
tout le long du tractus intestinal, mais principalement au niveau de l’intestin grêle 
(Moser et al., 1990; Taketo, 2006).
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Figure 5. La voie de signalisation Wnt/ P-caténine
Gauche : En absence de facteur Wnt, les protéines APC, Axin et Dishevelled 
s’associent à GSK3, qui phosphorylé alors la p-caténine, ce qui entraîne sa 
dégradation. Droite : Lors de la liaison d’un facteur Wnt à son récepteur Frizzled et 
son corécepteur LRP5/6, le complexe est démantelé, empêchant ainsi la dégradation 
de la p-caténine. La p-caténine libérée, s ’accumule et peut ensuite entrer au noyau, 
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2.2 La voie de signalisation KRAS/RAF/MEK/ERK
La voie KRAS/RAF/MEK/ERK est activée, entre autres, par des facteurs de 
croissance classiques tels que l’epidermal growth factor (EGF), Fhepatocyte growth 
factor (HGF) ou le transforming growth factor a  (TGFa). La liaison du facteur de 
croissance à un récepteur tyrosine kinase entraîne son activation, c ’est-à-dire sa 
dimérisation et sa trans-phosphorylation sur résidus tyrosines. Les tyrosines 
phosphorylées recrutent ensuite la protéine adaptatrice GRB2 et la protéine à activité 
d’échange de nucléotides guanyliques SOS, ce qui permet d’activer la petite protéine 
GTPase RAS. Puis, RAS active la kinase RAF qui phosphorylé et active les Mitogen- 
Activated-Protein (MAP)/Extracellular-signal-Regulated Kinase (ERK) kinase 1 
(MEK1) et MEK2. MEK1/2, ainsi activées, phosphorylent et activent ensuite les 
MAP kinases (MAPK) ERK1 et ERK2 (Figure 6). Il est à noter que RAS et RAF 
peuvent aussi être activées via l’activation des récepteurs couplés aux protéines G. 
Les kinases ERK 1/2 activées entrent ensuite au noyau et y phosphorylent plusieurs 
facteurs de transcription tels ELK-1, c-myc, c-fos et ETS-1 menant ainsi à des 
changements de l’expression génique. Ainsi, les ERKs modulent l ’expression de 
nombreux gènes impliqués dans plusieurs processus cellulaires tels la prolifération, la 
différenciation, la survie et le métabolisme, pour n’en nommer que quelques-uns 
(Alberts et al., 2002; Roberts and Der, 2007).
Plusieurs études démontrent l’implication de cette voie de signalisation dans le 
contrôle de la prolifération des cellules épithéliales intestinales. Tout d ’abord, notre 
laboratoire a précédemment mis en évidence la nécessité de l’activation des ERK1/2 
pour l’induction de la cycline D l, la diminution de l’inhibiteur du cycle cellulaire 
p27K,pl et la réplication de l’ADN induites par le sérum et l’EGF dans les cellules 
épithéliales intestinales cryptales de rat IEC-6 (Aliaga et al., 1999; Rivard et al., 
1999). A l’inverse, l’inhibition de cette voie bloque la progression du cycle cellulaire 
des IEC-6 et ralentit celle des cellules cancéreuses colorectales humaines Caco-2/15 
(Aliaga et al., 1999; Rivard et al., 1999). Plusieurs équipes ont aussi rapporté que la 
L-glutamine (Rhoads et al., 1997), le glucagon-like peptide 2 (Jasleen et al., 2000;
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Jasleen et al., 2002), la vasopressine (Chiu et al., 2002) et l’angiotensine II (Chiu et 
al., 2003) stimulent la prolifération des cellules épithéliales intestinales via 
l’activation des ERK1/2. Finalement, les formes phosphorylées et actives de ERK1/2 
sont retrouvées au noyau des cellules de la crypte fœtale humaine et leur activité 
diminue dans les cellules qui se différencient, suggérant la nécessité de leur inhibition 
pour l’arrêt de prolifération précédant l’induction de la différenciation (Aliaga et al., 
1999).
Chez la souris, la surexpression d’une forme oncogénique de KRAS 
(KRASg,2v) dans l’épithélium intestinal via le promoteur de la villine entraîne une 
hyperprolifération et l’apparition de tumeurs dans l’intestin (Janssen et al., 2002). Or, 
l’expression des formes oncogéniques KRAS0120 ou BRAFV600E dans l’épithélium 
intestinal, à partir de leur promoteur endogène, et donc à des niveaux endogènes (via 
les systèmes d’expression Lox-STOP-Lox et villine-cre), entraîne une hyperplasie 
épithéliale dépendante de l’activité MEK et la formation d’adénomes (Carragher et 
al., 2010; Bennecke et al., 2010). Cependant, ces adénomes ne progressent pas en 
adénocarcinomes, suggérant qu’une combinaison de mutations est requise pour la 
progression tumorale, et que la seule activation des oncogènes KRAS ou BRAF n’est 
pas suffisante pour le développement du cancer colorectal. Finalement, chez l’humain, 
plus de 50% des cancers colorectaux présentent une mutation activatrice des gènes 
KRAS ou BRAF (Santarpia et al., 2012; Makrodouli et al., 2011).
Figure 6. La voie de signalisation KRAS/RAF/MEK/ERK
La voie KRAS/RAF/MEK/ERK est activée entre autres par des facteurs de croissance 
classiques qui lient un récepteur à activité tyrosine kinase. RAS est ensuite activé par 
l’action de SOS et GRB2. RAS activera alors la kinase RAF, qui à son tour, 
phosphoryle et active MEK1/2, qui phosphorylent et activent ERK1/2. Il est à noter 
que RAS et RAF peuvent aussi être activés par les PKC et l’activation de certains 
récepteurs couplés aux protéines G. Une fois phosphorylées et activées, ERK1/2 







2.3 La voie de signalisation Notch
La voie Notch est activée par le contact cellule-cellule. Une cellule possède le 
ligand Delta et l’autre le récepteur Notch. Leur interaction entraîne le clivage du 
récepteur Notch par une métalloprotéase de la famille « a disintegrin and 
metalloproteinase domain » (ADAM), suivi d’un autre clivage par la y-sécrétase 
(Figure 7). Le fragment libéré, Notch Intracellular Domain (Nicd), entre ensuite au 
noyau où il s’associe avec CSL et Mastermind (MAM) pour activer la transcription de 
leurs gènes cibles (HES1 et cyclinDl) impliqués dans la prolifération (Bray, 2006).
Plusieurs études démontrent l’implication de cette voie de signalisation dans la 
régulation de la prolifération des cellules épithéliales intestinales. Tout d ’abord, 
Notch 1-2 et un de leurs effecteurs, Hesl, sont exprimés par les cellules de la crypte 
intestinale, suggérant l’activation de cette voie dans le compartiment prolifératif (van 
Es et al., 2005; Riccio et al., 2008). Aussi, la perte d ’expression simultanée de Notchl 
et Notch2 spécifiquement au niveau de l’épithélium intestinal (système villine-cre) 
entraîne une augmentation de l’expression des inhibiteurs du cycle cellulaire p27Klpl 
et p57Kip2 de même que la disparition complète des cellules progénitrices cryptales qui 
sont remplacées par des cellules à mucus non-prolifératives (Riccio et al., 2008). Dans 
le même ordre d ’idée, la perte d’expression de CSL au niveau de l’épithélium 
intestinal (système cypl A-cre) ou l’inhibition de la voie Notch par un inhibiteur de y- 
sécrétase entraîne la transformation des cellules prolifératives de la crypte en cellules 
à mucus (van Es et al., 2005). Par ailleurs, la perte d’expression des effecteurs de la 
voie Notch, H esl, Hes3 et Hes5, entraîne aussi une diminution de la prolifération et 
une augmentation des cellules sécrétrices (Ueo et al., 2012). Finalement, la 
surexpression d’une forme active de Notch-1 (Nlcd) dans l’épithélium intestinal 
provoque une hyperprolifération qui s’étend jusque dans la villosité (Fre et al., 2005). 
La même équipe a aussi démontré une importante synergie entre les voies de 
signalisation Wnt et Notch dans l’induction de la formation d’adénomes via 
l’expression inductible de N lcd chez les souris APC+/I638N (Fre et al., 2009).
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Figure 7. La voie de signalisation Notch
La voie Notch est activée par le contact cellule-cellule. Une cellule possède le ligand 
Delta et l’autre le récepteur Notch. Leur interaction entraîne le clivage du récepteur 
Notch par une métalloprotéase de la famille ADAM, suivi d’un autre clivage par la y- 
sécrétase. Le fragment libéré, Notch Intracellular Domain (Nicd), s ’associe ensuite à 
CSL et Mastermind au noyau et ensemble, ils activent la transcription de leurs gènes 
cibles. Tirée de (Bray, 2006).
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2.4 La voie de signalisation PI3K/AKT
La voie phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K-classe 1)/AKT est activée, 
notamment, par des facteurs de croissance tels que l’EGF, l’HGF ou le TGFa. La 
liaison de facteurs de croissance à un récepteur tyrosine kinase entraîne son activation, 
c’est-à-dire sa dimérisation et sa trans-phosphorylation sur résidus tyrosines. Ensuite, 
les tyrosines phosphorylées recrutent directement la sous-unité régulatrice p85 de 
PI3K, ou via les protéines adaptatrices IRS1, Grb2 et Gabl(Figure 8), menant ainsi à 
l’activation de PI3K de la classe 1.
La PI3K active, composée de sa sous-unité régulatrice p85 et sa sous-unité 
catalytique pllO  (PIK3CA), catalyse la transformation du phosphatidylinositol-4,5- 
bisphosphate (PIP2) en phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate (PIP3). Cette réaction 
est aussi réversible par l’action de la protéine PIP3 phosphatase and tensin homolog 
(PTEN). Le PIP3 généré recrute ensuite des protéines à domaine PH telles qu’AKT et 
PDK1 à la membrane plasmique où AKT y est activé par des phosphorylations de 
PDK1 et mTORC2 (Manning and Cantley, 2007). AKT phosphoryle ensuite plusieurs 
substrats tels GSK3 et TSC2/TSC1, ce qui mène à l’inhibition de leur action anti- 
proliférative.
La voie PI3K/AKT est impliquée dans une multitude de processus cellulaires 
mais particulièrement la survie, la prolifération, la migration, la phagocytose et le 
métabolisme (Manning and Cantley, 2007). Dans les cellules épithéliales intestinales, 
l’activation de la voie PI3K/AKT est requise pour la synthèse de la cycline D1 et la 
progression du cycle cellulaire induites par l’EGF ou le TGFa (Sheng et al., 2003). 
Par ailleurs, la surexpression de la sous-unité catalytique pl 10a ou AKT-1 promeut la 
prolifération des cellules épithéliales cryptales en culture (Sheng et al., 2003). Chez la 
souris, la perte de PTEN dans l’épithélium intestinal augmente la prolifération et 
facilite la formation de tumeurs en présence d’une activation de la voie Wnt/p- 
caténine (Langlois et al., 2009; Byun et al., 2011).
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Chez l’humain, des mutations activatrices de PIK3CA sont retrouvées à une 
fréquence d’environ 32% dans les cancers colorectaux (Samuels and Waldman, 2010). 
De plus, le promoteur du gène PTEN  est souvent inactivé par méthylation dans 
certains cancers colorectaux sporadiques (Abubaker et al., 2008).
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Figure 8. La voie de signalisation PI3K/AKT
La voie PI3K (classe 1)/AKT est activée, entre autres, par des facteurs de croissance. 
La liaison d’un facteur de croissance à un récepteur tyrosine kinase entraîne son 
activation, c ’est-à-dire sa dimérisation et sa trans-phosphorylation sur résidus 
tyrosines. PI3K est ensuite activée directement ou encore via le recrutement par des 
protéines adaptatrices (1RS 1 ). La PI3K catalyse la transformation du P1P2 en PIP3. 
Cette réaction est aussi réversible via l ’action de la protéine PIP3 phosphatase PTEN. 
Le PIP3 généré recrute ensuite AKT et PDK1 à la membrane plasmique où AKT y est 
activé par des phosphorylations de PDK1 et mTORC2. AKT phosphoryle ensuite 
plusieurs substrats tels p27, GSK3 et TSC2/TSC1, ce qui mène à la relocalisation 
cytoplasmique de p27, à l’inhibition de GSK3 et à l’inhibition du complexe mTROCl 
respectivement. Tirée et modifiée de (Manning and Cantley, 2007).
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3. Le cycle cellulaire
Lorsque les cellules somatiques sont trop vieilles ou endommagées, par le 
contact avec les éléments abrasifs de la lumière intestinale par exemple, la division 
cellulaire permet le remplacement de ces cellules. La prolifération et la progression du 
cycle cellulaire sont étroitement contrôlées afin d’empêcher la reproduction de 
cellules anormales et la division anarchique (Alberts et al., 2002).
En absence de conditions adéquates à la division cellulaire, par exemple en 
absence de facteurs de croissance, la cellule est vivante et fonctionnelle mais ne se 
divise pas : c’est la quiescence (Go). En présence de facteurs mitogéniques, la cellule 
se prépare à se multiplier en doublant tout d ’abord le contenu du cytosol et ses 
organites et en se préparant à la synthèse de l’ADN, c’est la phase Gi. Puis, la cellule 
réplique son ADN (Phase S) et se prépare à la mitose (G2). Finalement, le contenu 
génétique est divisé (mitose) et le cytoplasme aussi (cytocinèse) pour donner 
naissance à deux cellules filles identiques (Figure 9) (Blagosklonny and Pardee, 
2002).
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Figure 9. Le cycle cellulaire
Le cycle cellulaire est divisé en quatre grandes phases : la phase G l, qui est une phase 
de doublement du contenu protéique; la phase S, qui est la phase de réplication de 
l’ADN; la phase G2, qui est une phase de préparation à la mitose; et la mitose 
proprement dite, dont la finalité est la division en deux cellules filles identiques. 
L’activation cyclique et successive des complexes cycline/cyclin-dependent kinases 
(CDK) permet la progression ordonnée du cycle cellulaire.
Tirée et modifiée de www.daviddarling.info/encyclopedia/C/cell_cycle.html.






Plusieurs protéines participent au bon déroulement du cycle cellulaire et à son 
arrêt lors de dommages cellulaires, pour permettre les réparations nécessaires (Alberts 
et al., 2002; Cobrinik, 2005). Lors de la quiescence cellulaire, les protéines « pocket » 
pRb/RBl, pl07/RBLl et pl30/RBL2 hypophosphorylées séquestrent les facteurs de 
transcription E2F et les empêchent d’activer leurs gènes cibles (Figure 10). Quand les 
conditions mitogéniques sont idéales, il y a synthèse des cyclines, qui permettent 
l’activation des « cyclin-dependent kinases » (CDK). Les complexes cycline-CDK 
ainsi activés phosphorylent ensuite les protéines « pocket » menant à la relâche des 
E2Fs.
En effet, la stimulation par des facteurs mitogéniques mène à la synthèse de la 
cycline D. Aussi, l’activation des kinases CDK4 et CDK6, en association avec la 
cycline D, mène à la phosphorylation et à l’inactivation partielle des protéines Rb 
(Cobrinik, 2005; Trimarchi and Lees, 2002). Les facteurs de transcription E2F 
relâchés vont par la suite activer la transcription de gènes essentiels à la réplication de 
l’ADN, comme Y ADN polymérase a (Sala et al., 1994), la dihydrofolate réductase 
(Slansky et al., 1993; DeGregori et al., 1995) et la thymidine kinase (Karlseder et al.,
1996), ainsi qu’à la progression du cycle cellulaire, comme c-myc (DeGregori et al., 
1995; Hamel et al., 1992; Mudryj et al., 1990), cdc2 (DeGregori et al., 1995; Shimizu 
et al., 1995), cycline A (DeGregori et al., 1995), cycline E (Botz et al., 1996) et E2F-1 
(Neuman et al., 1994; Smith et al., 1996).
La cycline E ainsi produite permettra alors l’activation du complexe 
cycline E/CDK2. Dès lors, celui-ci amènera les phosphorylations subséquentes 
requises pour l’inactivation complète des protéines « pocket » et la relâche massive 
des E2Fs, permettant l’entrée en phase S. Cet événement marque le passage du point 
de restriction, R : point à partir duquel la poursuite du cycle cellulaire est 
indépendante de stimuli mitogéniques exogènes (Blagosklonny and Pardee, 2002; 
Cobrinik, 2005; Malumbres and Barbacid, 2009) (Figure 10).
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Figure 10. Le passage du point de restriction
Lors de la quiescence cellulaire, les protéines « pocket » hypophosphorylées 
séquestrent les facteurs de transcription E2F et les empêchent d’activer leurs gènes 
cibles. La présence de facteurs mitogéniques induit la synthèse des cyclines, qui 
permettent l’activation des CDK. Les complexes cycline D/CDK4 et cycline D/CDK6 
phosphorylent et inactivent partiellement les protéines Rb. Les facteurs de 
transcription E2F relâchés vont par la suite activer la transcription de gènes essentiels 
à la réplication de t’ADN et à la progression du cycle cellulaire. Parmi ceux-ci, la 
cycline E, en complexe avec CDK2, entraîne l’hyperphosphorylation des protéines Rb 
menant à leur inactivation complète et à la relâche massive des E2Fs, ce qui permettra 




Par la suite, le complexe cycline A/CDK2 contribue au bon déroulement de la 
réplication de F ADN en phosphorylant entre autres l’histone H1 pour faciliter la 
relaxation de la chromatine et la formation du complexe d’initiation de la réplication 
(Contreras et al., 2003). À la fin de la réplication de l’ADN, le complexe 
cycline A/CDK2 phosphoryle certains E2Fs, notamment E2F1-3, diminuant ainsi leur 
capacité de liaison à l’ADN et permettant la sortie de la phase S (Dynlacht et al., 
1997; Xu et al., 1994). La cellule se prépare alors pour la mitose, qui est elle-même 
orchestrée par le complexe cycline B/CDK1, qui phosphoryle entre autres les lamines 
nucléaires, permettant le désassemblage de la membrane nucléaire et la ségrégation 
des chromosomes (Heald and McKeon, 1990; Nigg, 1993). Finalement, le cycle 
cellulaire se termine par la division en deux cellules filles identiques (Figure 9).
La cellule possède de nombreux mécanismes pour arrêter le cycle cellulaire à 
différents moments afin d’évaluer si les conditions environnementales sont toujours 
propices à la division et de s’assurer de l’authenticité de la cellule reproduite. En effet, 
les inhibiteurs du cycle cellulaire de la famille INK4 (p l5 INK4B, p l6 INK4A, p l8 INK4C, 
p l 9 INK4D) s’associent à CDK4 et CDK6 et empêchent leur interaction avec les 
cyclines de type D prévenant ainsi l’activation des complexes cycline D/CDK, la 
phosphorylation des protéines « pocket » et donc, l’entrée en phase S. Les membres 
de la famille Cip/Kip (p21Cipl, p27Klpl, p57K,p2) peuvent interagir avec tous les 
complexes cyclines/CDKs et peuvent inhiber leur activité ce qui leur permet alors 
d’arrêter le cycle cellulaire à tout moment (Besson et al., 2008). Comme décrit 
précédemment, un point crucial dans le cycle cellulaire est le passage du point de 
restriction (Figure 10) (Blagosklonny and Pardee, 2002; Assoian and Yung, 2008). 
Aussi, l’hyperphosphorylation de pRb, la synthèse des cyclines D, E et A ainsi que la 
dégradation de p27 sont reconnues comme des marqueurs de la progression en G 1, du 
passage du point de restriction et de la transition G l/S (Blagosklonny and Pardee, 
2002; Assoian and Yung, 2008).
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3.1 Les facteurs de transcription E2F
Les facteurs de transcription E2F ont tout d ’abord été identifiés comme étant 
des protéines liant et activant le promoteur E2 de l’adénovirus (DeGregori, 2002). 
Depuis ce jour, huit membres de la famille des E2Fs ont été caractérisés et sont 
divisés en trois grandes familles (DeGregori and Johnson, 2006; Johnson and 
Degregori, 2006) (Figure 11).
La première famille, les E2F1, 2 et 3a, ont été qualifiés d ’« activateurs » étant 
donné leur capacité à induire la transformation des fibroblastes embryonnaires et que 
leur délétion combinée bloque complètement la prolifération des fibroblastes (Dimova 
and Dyson, 2005). La deuxième famille, les E2F3b, 4 et 5, ont été qualifiés de 
« répresseurs » car ils sont nécessaires à l’arrêt de prolifération induite par 
l’intermédiaire des protéines « pocket » (Trimarchi and Lees, 2002; Dimova and 
Dyson, 2005). Bien qu’il soit généralement vu comme un répresseur, E2F4 agit aussi 
comme activateur dans certaines circonstances, particulièrement dans les tissus à 
renouvellement rapide (Wang et al., 2000; Gameau et al., 2009; Kinross et al., 2006). 
Finalement, la troisième famille, les E2F6, 7 et 8 ne lient pas les protéines « pocket » 
mais sont de puissants répresseurs transcriptionnels via le recrutement de 
corépresseurs (DeGregori and Johnson, 2006; Lammens et al., 2009).
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Figure 11. Les facteurs de transcription E2F
A) La famille des facteurs de transcription E2F est composée de huit membres qui 
sont divisés en trois grandes familles. La première famille, les E2F1, 2 et 3a, sont dits 
« activateurs »; la deuxième famille, les E2F3b, 4 et 5 sont dit « répresseurs »; et la 
troisième famille, les E2F6, 7 et 8 sont aussi de puissants répresseurs, mais qui 
agissent indépendamment des protéines « pocket ». Les E2Fs possèdent un domaine 
de liaison à l’ADN (DBD) à motif d'hélice ailée. Les domaines Leucine Zipper (LZ) 
et Marked box (MB) des E2F1 à 6 contribuent tous deux à la dimérisation avec les 
protéines DP, liaison qui est essentielle à la pleine capacité d’activation de la 
transcription de ces E2Fs. Les E2F1 à 3 possèdent un domaine de localisation 
nucléaire (NLS) et un domaine de liaison à la cycline A (CycA) alors que les E2F4 et 
5 possèdent un domaine d’export nucléaire (NES). Le domaine de transactivation des 
E2F1 à 5 contient aussi un domaine de liaison aux protéines « pocket », qui régulent 
ces E2Fs en les séquestrant et en empêchant l’activation de leurs gènes cibles. B) Les 
protéines DP sont essentielles à l’activité transcriptionnelle des E2F1 à 6. Trois 
membres ont été découverts à ce jour : DP-1, DP-2 (DP-3 murin) et DP-4. Alors que 
chacun possède un domaine de liaison à l’ADN (DBD), un domaine de dimérisation 
avec les E2Fs (Dim) et un domaine de liaison aux protéines « pocket » (RB), seul DP- 
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Comme décrit précédemment, la principale fonction des facteurs de 
transcription E2F est le contrôle de l’expression de gènes nécessaires à la réplication 
de l’ADN, et donc, de l’entrée en phase S, de même que certains gènes responsables 
de la progression du cycle cellulaire (DeGregori and Johnson, 2006). Cependant, ils 
régulent aussi une multitude de processus cellulaires tels la mort cellulaire (Polager 
and Ginsberg, 2008; Iaquinta and Lees, 2007), l’embryogenèse (Dimova and Dyson, 
2005; Korenjak and Brehm, 2005), la différenciation (Dimova and Dyson, 2005; 
Korenjak and Brehm, 2005), la réponse aux dommages à l’ADN (Lammens et al., 
2009; Iaquinta and Lees, 2007), la taille cellulaire (Lammens et al., 2009), 
l’expression de miARNs (Emmrich and Putzer, 2010) et la maturation des ARNms 
(Ahlander and Bosco, 2009).
La pleine capacité de liaison à l’ADN et d ’activation de la plupart des facteurs 
de transcription E2F est atteinte par la dimérisation avec leur partenaire DP, bien qu’il 
ait été démontré que les E2Fs pouvaient lier l’ADN en tant qu’homodimères (Helin et 
al., 1993b; Bandara et al., 1993; Huber et al., 1993; Krek et al., 1993). Trois protéines 
DP ont été découvertes à ce jour : DP-1, DP-2 (DP-3 murin) et DP-4. Alors que 
chacune possède un domaine de liaison à F ADN (DBD), un domaine de dimérisation 
avec les E2Fs et un domaine de liaison aux protéines « pocket », seul DP-2 possède 
un domaine de localisation nucléaire.
Le domaine de liaison à l’ADN des facteurs de transcription E2F/DP a tout 
d’abord été perçu comme un motif en hélice-boucle-hélice (Kaelin et al., 1992; Cress 
et al., 1993). Cependant, la structure cristalline de l’hétérodimère E2F4/DP-2 a plutôt 
révélé une structure reliée à un motif d’hélice ailée (Zheng et al., 1999). Les E2Fs et 
leur partenaire DP lient la séquence consensus d’ADN TTTC/GC/GCGC/G (Slansky 
et al., 1993; Nevins, 1992) via leur séquence conservée Arg-Arg-Xxx-Tyr-Asp 
(Zheng et al., 1999). La spécificité de liaison des E2Fs à différents promoteurs est 
modulée par la séquence d’ADN en soi, le facteur de transcription E2F impliqué, le 
partenaire DP et la présence de cofacteurs (Karlseder et al., 1996; Giangrande et al., 
2004; Araki et al., 2003; Giangrande et al., 2003; Le Cam et al., 1999; Shin et al.,
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1996; Zhu et al., 2004; Schlisio et al., 2002; Lin et al., 1996; Chen et al., 2002; Wells 
et al., 1997).
Les facteurs de transcription E2F activent la transcription de leurs gènes cibles 
via deux mécanismes distincts : 1- en recrutant des composantes de la machinerie 
transcriptionnelle de base telles que les facteurs de transcription généraux TATA- 
binding protein (TBP)/ Transcription Factor (TF) IID, TFIIA et TFIIH qui participent 
à l’assemblage du complexe de préinitiation de la transcription (CPI) (Ross et al., 
1999; Emili and Ingles, 1995; Pearson and Greenblatt, 1997; Vandel and Kouzarides, 
1999; Hagemeier et al., 1993) et 2- en permettant la relaxation de la structure de 
chromatine aux promoteurs cibles en interagissant avec des histones acétyltransférases 
(HAT) comme Tip60 (Taubert et al., 2004), p300/CBP (Martinez-Balbas et al., 2000; 
Marzio et al., 2000; Trouche et al., 1996; Trouche and Kouzarides, 1996) et 
PCAF/GCN5 (Martinez-Balbas et al., 2000; Marzio et al., 2000; Lang et al., 2001). 
Spécifiquement, E2F4 stabilise la formation du complexe TFIID/TFIIA aux 
promoteurs, ainsi favorisant l’assemblage du CPI (Ross et al., 1999). E2F4 et E2F1 
recrutent aussi la puissante acétyltransférase GCN5 et le cofacteur TRRAP qui sont 
requis pour leur pleine activité transcriptionnelle (Lang et al., 2001).
Les facteurs de transcription E2F sont régulés de plusieurs manières 
différentes : par le contrôle de leur transcription (Araki et al., 2003; Sears et al.,
1997), par des ARNs interférents (Yochum et al., 2007; Pickering et al., 2009), par 
des modifications post-traductionnelles (Martinez-Balbas et al., 2000; Peeper et al., 
1995; Cho et al., 2012), par le contrôle de leur localisation (Apostolova et al., 2002; 
Lindeman et al., 1997; Muller et al., 1997) mais principalement par la séquestration 
des protéines « pocket ».
La transcription des E2Fs est entre autres activée par les E2Fs eux-mêmes 
(Araki et al., 2003) et par c-myc (Sears et al., 1997). Les facteurs de transcription E2F 
peuvent aussi subir différentes modifications post-traduetionnelles telles que la 
phosphorylation (Peeper et al., 1995; Scime et al., 2008), l’acétylation (Martinez- 
Balbas et al., 2000; Marzio et al., 2000) et la méthylation (Cho et al., 2012), qui
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influencent grandement leur capacité à lier l’ADN et leur activité transcriptionnelle 
(Araki et al., 2003).
Les protéines “pocket” modulent l’activité des E2Fs de deux manières 
principales: 1- en prévenant le recrutement de la machinerie transcriptionnelle de base 
et des protéines de remodelage de la chromatine, ce qui empêche l’activation de leurs 
gènes cibles (Pearson and Greenblatt, 1997; Hagemeier et al., 1993; Helin et al., 
1993a; Helin et al., 1992; Flemington et al., 1993), et 2- en contribuant à la répression 
active de leurs gènes cibles, et ce, grâce à la capacité des E2Fs à lier l’ADN malgré 
leur séquestration par les protéines « pocket » (Singh et al., 2010).
En effet, via les protéines « pocket », les E2Fs (principalement E2F4 et 5) liés 
à leurs promoteurs cibles peuvent y recruter les histones désacétylases (HDACs) 
(Dahiya et al., 2000; Luo et al., 1998; Brehm et al., 1998), l’histone méthyltransférase 
SUV39H1 (Nielsen et al., 2001; Vandel et al., 2001), les membres de la famille 
SWI/SNF (BRG1, Brm l) (Zhang et al., 2000; Strobeck et al., 2000; Iakova et al., 
2003; Dunaief et al., 1994; Singh et al., 1995), le complexe répresseur Sin3B (via 
RBP1 and SAP30) (David et al., 2008; Grandinetti and David, 2008) et ErbB3 
binding protein (Ebpl), qui recrute HDAC2 aux promoteurs cibles des E2Fs (Zhang et 
al., 2003). Tous ces événements vont ensuite entraîner une importante compaction de 
la chromatine, menant ainsi à une forte répression transcriptionnelle (Kouzarides, 
2007).
3.2 Le facteur de transcription E2F4
Bien que le facteur de transcription E2F4 possède de nombreuses 
caractéristiques communes aux E2Fs, certaines particularités le caractérisent 
spécifiquement. En effet, contrairement aux E2F1,2 et 3, qui contiennent un domaine 
de liaison à la cycline A, E2F4 possède une région N-terminale tronquée et n ’est donc 
pas contraint à la régulation par le complexe cycline A/CDK2 (Figure 11) (Sardet et 
al., 1995; Beijersbergen et al., 1994). De plus, E2F4 ne possède pas de domaine de
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localisation nucléaire (NLS) comme les E2F1 à 3 mais possède plutôt un domaine 
d’export nucléaire (Gaubatz et al., 2001; Verona et al., 1997).
Par conséquent, E2F4 dépend d’autres protéines pour assurer son transport au 
noyau telles que DP-2 (Verona et al., 1997; Magae et al., 1996; Puri et al., 1998) ou 
les protéines « pocket », qui possèdent un NLS (Apostolova et al., 2002; Gaubatz et 
al., 2001; Verona et al., 1997; Rayman et al., 2002). E2F4 interagit préférentiellement 
avec p l30 et p l07  et de manière moins importante avec pRb (Beijersbergen et al., 
1994; Ginsberg et al., 1994; Ikeda et al., 1996; Moberg et al., 1996; Li et al., 1997). Il 
est à noter qu’E2F4 est le seul E2F à posséder un microsatellite de 13 sérines 
consécutives dans son domaine de transactivation (Sardet et al., 1995).
Dans certains types cellulaires, E2F4 a été caractérisé comme étant un 
répresseur des gènes cibles E2F et du cycle cellulaire. En effet, dans certaines cellules 
cancéreuses et fibroblastes quiescents, E2F4 est localisé au noyau, séquestré par p l30 
ou pl 07, Ensemble, ils répriment la transcription des gènes cibles des E2Fs, favorisant 
ainsi l’arrêt de prolifération (Trimarchi and Lees, 2002; DeGregori, 2002; Rayman et 
al., 2002; Cam et al., 2004). Aussi, la perte de p l07 et de p l30  entraîne une 
relocalisation massive d’E2F4 au cytoplasme accompagnée d’une hyperacétylation 
des nucléosomes à proximité des sites de liaison des E2Fs, produisant une importante 
dérépression des gènes cibles des E2Fs (Rayman et al., 2002). A la fin de la phase G l, 
E2F4 passe au cytoplasme libérant ainsi les promoteurs pour permettre aux E2Fs 
« activateurs » de promouvoir la transcription des gènes nécessaires à l’entrée en 
phase S et à la poursuite du cycle cellulaire (Trimarchi and Lees, 2002; Rayman et al., 
2002; Takahashi et al., 2000).
D’autre part, des études récentes impliquent aussi E2F4 dans un 
mégacomplexe multiprotéiques appelé DREAM (DP, RB-like, E2F4 and MuvB). En 
fait, le complexe DREAM lie les promoteurs de plus de 800 gènes reliés au cycle 
cellulaire et favorise leur répression durant la quiescence des fibroblastes (Schmit et 
al., 2007; Litovchick et al., 2007).
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Par ailleurs, bien qu’E2F4 soit particulièrement décrit comme étant un 
répresseur de la transcription, du cycle cellulaire et de la prolifération (Muller et al., 
1997; Rayman et al., 2002; Vairo et al., 1995), de nombreuses études font aussi état 
de son rôle d ’activateur. Effectivement, dans certains contextes, E2F4 lie les gènes 
cibles des E2Fs durant la phase S; active leur transcription; promeut la prolifération et 
même l’oncogénicité (Gameau et al., 2009; Wells et al., 1997; Ross et al., 1999; Lang 
et al., 2001; Verona et al., 1997; van Amerongen et al., 2009).
En effet, des études montrent qu’E2F4 localisé au noyau, par l’ajout d’un NLS 
exogène ou par la coexpression avec DP-2, est transcriptionnellement actif et induit 
l’entrée en phase S (Lindeman et al., 1997; Muller et al., 1997; Verona et al., 1997; 
Puri et al., 1998; Gill and Hamel, 2000). Notamment, l’expression d’E2F4 au noyau 
induit l’entrée en phase S des cardiomyocytes (van Amerongen et al., 2009; Ebelt et 
al., 2005), de même que la prolifération des cellules composant les tissus à 
renouvellement rapide tels la peau (Wang et al., 2000; Wang et al., 2001), la moelle 
osseuse (Kinross et al., 2006; Zhang et al., 2010) et le tube digestif (Gameau et al., 
2009; Rempel et al., 2000).
Dans l’épiderme, E2F4 est exprimé au noyau des cellules prolifératives basales 
et supra-basales (Wang et al., 2000; Dagnino et al., 1997; Paramio et al., 2000; 
D'Souza et al., 2001). La surexpression d ’E2F4 dans les kératinocytes entraîne 
l’hyperplasie et une augmentation de la réponse au test « two-step skin 
carcinogenesis » (Wang et al., 2000; Wang et al., 2001).
Par ailleurs, la perte d ’E2F4 chez la souris cause une anémie macrocytaire 
marquée, causée par un défaut de la progression du cycle cellulaire des précurseurs 
érythrocytaires, qui est aussi accompagnée de problèmes de maturation de plusieurs 
lignées hématopoïétiques (Kinross et al., 2006; Zhang et al., 2010; Rempel et al., 
2000).
Finalement, dans l’épithélium intestinal en développement, E2F4 est fortement 
et préférentiellement exprimé au noyau des cellules prolifératives de la crypte
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(Gameau et al., 2009; Dagnino et al., 1997; Deschenes et al., 2004). Chez la souris, la 
perte d 'E2F4 dans l’intestin grêle entraîne une importante réduction du nombre de 
zones prolifératives (cryptes) et une réduction du nombre et de la taille des villosités 
(Rempel et al., 2000), alors que la perte d’E2Fl n ’a aucun effet répertorié sur 
l’homéostasie intestinale (Field et al., 1996).
Ces travaux ont donc ensuite poussé la Pre Nathalie Rivard et les membres de 
son laboratoire à s’intéresser au rôle d ’E2F4 dans l’épithélium intestinal. Aussi, les 
études de Gameau et al. (2009) ont bien démontré l’importance d’E2F4 pour 
l’expression de nombreux gènes permettant la progression du cycle cellulaire de 
même que pour la prolifération des cellules épithéliales intestinales humaines 
normales et cancéreuses (Gameau et al., 2009). Par ailleurs, des mutations dans le 
microsatellite de treize sérines du gène d 'E2F4 ont été rapportées dans certains 
cancers colorectaux avec instabilité des microsatellites, renforçant ainsi l ’importance 
d’E2F4 pour l’homéostasie proliférative intestinale (Souza et al., 1997; Yoshitaka et 
al., 1996; Moriyama et al., 2002).
Plusieurs publications font état de l’importance de la régulation de la 
localisation d’E2F4 (Lindeman et al., 1997; Muller et al., 1997; Verona et al., 1997; 
Magae et al., 1996; Puri et al., 1998; Puri et al., 1998; Gill and Hamel, 2000; 
Deschenes et al., 2004). Dans certaines cellules cancéreuses et fibroblastes quiescents, 
E2F4 est exprimé au noyau, comme décrit précédemment (Lindeman et al., 1997; 
Muller et al., 1997; Verona et al., 1997). Cependant, E2F4 est aussi retrouvé au noyau 
des cellules prolifératives basales de l’épiderme (Paramio et al., 2000), des 
cardiomyocytes prolifératifs (van Amerongen et al., 2009) et des cellules 
prolifératives des cryptes intestinales (Deschenes et al., 2004).
De plus, les travaux de l’équipe de la Pre Rivard ont montré que la localisation 
d ’E2F4 dans les cellules épithéliales intestinales normales varie en fonction du cycle 
cellulaire (Deschenes et al., 2004). En effet, contrairement à E2F1 qui réside 
continuellement au noyau, peu importe l’état prolifératif, E2F4 est principalement 
localisé dans le cytoplasme des cellules cryptales intestinales quiescentes. Suivant une
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stimulation par le sérum, E2F4 entre au noyau, corrélant avec l’entrée en phase S 
(Deschenes et al., 2004). Au contraire, dans les cellules cancéreuses colorectales, 
E2F4 est surexprimé et localisé au noyau en permanence, suggérant que la perte de 
contrôle de sa localisation contribue à l’hyperprolifération, et donc au processus 
tumoral dans F épithélium intestinal (Gameau et al., 2009).
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4. Hypothèse et Objectifs de recherche
Dans les cellules épithéliales intestinales, la séquestration cytoplasmique 
d’E2F4 ou son export du noyau pourrait procurer un moyen de contrôle de son 
activité transcriptionnelle et de la prolifération cellulaire. Cependant, les voies de 
signalisation induites par le sérum ainsi que les mitogènes spécifiques qui entraînent 
la translocation nucléaire d ’E2F4 restent encore à être identifiés. Ces connaissances 
cruciales pourraient alors permettre l’identification des stimulus physiologiques qui 
contrôlent le facteur de transcription E2F4 et par le fait même, contribuer à la 
compréhension des mécanismes altérés lors de la formation de cancers colorectaux. 
De plus, très peu d’information est connue sur l’expression et le rôle du partenaire de 
dimérisation DP-2 au niveau de l’épithélium intestinal et sur l’impact de l’expression 
des formes mutantes d ’E2F4 retrouvées dans certains cancers colorectaux.
Hypothèse Générale : Une localisation nucléaire du facteur de transcription E2F4 
promeut la prolifération des cellules épithéliales intestinales et une suractivation 
d’E2F4 contribue au phénotype tumoral des cellules cancéreuses colorectales. Dans le 
cadre de cette thèse, les objectifs suivants ont été réalisés :
1- Déterminer les voies de signalisation contrôlant la localisation du facteur de 
transcription E2F4 de même que l’entrée en phase S des cellules épithéliales 
intestinales normales.
2- Caractériser l’expression du partenaire de dimérisation DP-2 dans les cellules 
épithéliales intestinales normales et cancéreuses.
3- Caractériser l’impact de l’expression des formes mutantes d’E2F4 retrouvées 
dans les cancers colorectaux.
II- MATÉRIEL ET MÉTHODES
1. Matériel et anticorps
Les inhibiteurs de MEK1/2 (U0126 et PD-98059), l’inhibiteur de PI3K 
(LY294002), l’inhibiteur de JNK (SP600125), l’inhibiteur d’IKK (IKK inhibitor III), 
l’inhibiteur de p38 (SB203580), l’inhibiteur du protéasome (MG132) et l’inhibiteur de 
synthèse protéique (cycloheximide) ont été achetés de Calbiochem® (San Diego, CA, 
États-Unis) et l’inhibiteur des GSK3a/p (SB216763) et le phorbol 12-myristate 13- 
acetate (PMA), de Sigma-Aldrich (Oakville, ON, Canada). Les anticorps 
reconnaissant E2F4 (C-20), la cycline D1 (C-17), la cycline A (H-432), p27 (C-19), 
ERK1(C-16), DP-2 (C-20), p l30  (C-20), lamine B (M-20) et l’épitope HA (F-7) ont 
été obtenus de Santa Cruz Biotechnology Inc. (Santa Cruz, CA, États-Unis). Les 
anticorps reconnaissant phospho-ERKl/2 (Thr202/Tyr204) #9101, phospho-GSK3P 
(Ser9) #9336 et phospho-AKT (Ser473) #9271 ont été obtenus de Cell Signaling 
Technology (Danvers, MA, États-Unis). L’anticorps monoclonal reconnaissant 
l’actine (clone C-4), l’anticorps reconnaissant les tyrosines phosphorylées (4G10) et la 
protéine ERK1 recombinante active ont été obtenus de Millipore (Billerica, MA, 
États-Unis). Les anticorps reconnaissant pRb et Ki67 (clone 35) et l’Epidermal 
Growth Factor (EGF) ont été achetés de BD BioSciences (Mississauga, ON, Canada). 
L’anticorps reconnaissant les sérines phosphorylées provient de BIOMOL 
International (Enzo Life Sciences- Burlington, ON, Canada). Les anticorps 
secondaires d ’immunofluorescence « Alexa Fluor® 488 anti-lapin » et « Alexa 
Fluor® 568 anti-souris » ont été obtenus d’Invitrogen (Carlsbad, CA, États Unis). 
L’[y-32P]ATP a été acheté de PerkinElmer (Waltham, QC, Canada). La phosphatase 
PP1 et la phosphatase X ont été obtenues de New England Biolabs Ltd. (Pickering, 
ON, Canada). Le FGF9, TNFa, IL-ip ont été obtenus de R&D Systems (Burlington, 
ON, Canada). Le LPA a été obtenu de Avanti-Polar Lipids Inc. (Alabaster, AL, États- 
Unis). Tout autre matériel provient de Sigma-Aldrich (Oakville, ON, Canada) sauf si 
stipulé autrement.
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2. Vecteurs d’expression, shARNs et mutagénèse
2.1 Vecteurs d'expression d  'E2F4
Le vecteur d’expression d’E2F4 (pCDNAneo3) a été obtenu de Dr C. Sardet 
(Institut de Génétique Moléculaire, Montpellier, France) (Sardet et al., 1995). Le 
cDNA complet d’E2F4 a ensuite été sous-cloné dans le vecteur d’expression 
pCDNA3.1 en aval de l’épitope HA. Des réactions PCR ont été effectuées pour 
insérer l’épitope HA en utilisant des oligonucléotides contenant l’épitope HA et une 
séquence KOZAK: 5’ -  A GAC TAG GAT CC C ACC ATG TAT GAT GTT CCT 
GAT TAT GCT AGC CTC CCG GCG GAG GCC GGG CCA CAG GCG CCG -  3’ 
and 5’ -  TCT GTA CTC GAG TCA GAG GTT GAG AAC AGG CAC ATC AAA 
GAG GTC -  3’. Les produits de PCR ont ensuite été digérés, puis liés dans le vecteur 
pCDNA3.1 digéré BamHI/EcoRI.
Les mutants d’E2F4 T224A et T248A ont été obtenus suivant une mutagénèse 
dirigée en utilisant les oligonucléotides suivants, respectivement : 5’-CCA TCT GCT 
GTT TCG GCG CCT CCA CCT CTG CCC AAG- 3’ et 5’-CTT GGG CAG AGG 
TGG AGG CGC CGA AAC AGC AGA TGG- 3’; 5’-AAT AGT CCT CAG CTA 
GCG CCC ACT GCT GTC CCT- 3’ et 5’- AGG GAC AGC AGT GGG CGC TAG 
CTG AGG ACT ATT- 3’. Les produits de PCR ont ensuite été digérés, puis liés dans 
le vecteur pCDNA3.1 digéré BamHI/EcoRI. Les mutants E2F4 T14A, S202A, 
S218A, S244A, S384A ont été générés par Genscript (Piscataway, NJ, États-Unis).
Les mutants E2F4(Ser)i2 et (Ser)i4 -  (12 et 14 répétitions de sérines), ont été 
obtenus par mutagénèse dirigée en utilisant les oligonucléotides suivants, 
respectivement : 5’- CTG GAC AGC AGC AGC AGC AGC AGC AGC AGC AGC 
AGC AGC AGC AAC AGT AAC- 3’ et 5’- GTT ACT GTT GCT GCT GCT GCT 
GCT GCT GCT GCT GCT GCT GCT GCT GTC CAG- 3’; 5’- CTG GAC AGC 
AGC AGC AGC AGC AGC AGC AGC AGC AGC AGC AGC AGC AGC AAC 
AGT AAC- 3’ et 5’- GTT ACT GTT GCT GCT GCT GCT GCT GCT GCT GCT
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GCT GCT GCT GCT GCT GCT GTC CAG- 3’. Les produits de PCR ont ensuite été 
digérés, puis liés dans le vecteur pLVX-Tight-Puro digéré BamHI/EcoRI. Les 
lentivirus ont été produits dans les cellules 293T selon les recommandations 
d’Invitrogen (ViralPower Lentiviral Expression System) comme décrit plus loin.
Le vecteur pGEX-4T2 E2F4 a été construit à partir du vecteur pCDNA3neo 
E2F4 décrit précédemment à l’aide des oligonucléotides suivants : 5’-  AGA CTA 
GGA TCC GCG GAG GCC GGG CCA CAG G CG - 3’ et 5’ -  TCT GTA GAA TTC 
TCA GAG GTT GAG AAC AGG C -  3’. Le produit de PCR a ensuite été digéré, 
puis lié dans le vecteur pGEX-4T2 digéré BamHI/EcoRI.
2.2 Vecteurs d ’expression de DP-2, GSK3j3, p l 30, MEK1 et ERK1
Le vecteur d’expression pCMV DP-2-HA a été obtenu de la Dre J.A.Lees (Wu 
et al., 1995) (Department o f Biology, Massachusetts Institute o f Technology, 
Cambridge, États-Unis). Le vecteur d’expression pCDNA3-neo GSK3p-HA a été 
obtenu de la Pre M.-J. Boucher. Le vecteur d’expression pCDNAl pl30  a été obtenu 
du Dr G. L’Allemain (Institut de biologie du développement et du cancer, Université 
de Nice, France) et les vecteurs pECE-MEKl et pECE-ERKl, du Dr J. Pouysségur 
(Institut du développement et du cancer, Université de Nice, France).
2.3 shARNs dirigés contre GSK3a/p et DP-2
Les shARNs dirigés contre GSK3P (Sigma-Aldrich) (sh#l-B24961, sh#2- 
B2404, sh#3-B974) ont été une gracieuseté de la Pre M.-J. Boucher. Le shARN dirigé 
contre GSK3a/p a été généré avec les oligonucléotides suivants : 5’-GAT CCC ATC 
TTT GGA GCC ACT GAT TA TTC AAG AGA TA ATC AGT GGC TCC AAA 
GAT TTT TTT GGA AC-3’ et 5’-TCGA GTTCC AAA AAA ATC TTT GGA GCC 
ACT GAT TA TCT CTT GAA TA ATC AGT GGC TCC AAA GAT GG-3’. Les 
oligonucléotides en quantité équimolaire ont été incubés à 95°C pendant 5 min dans 
un bloc chauffant. Le bloc a ensuite été retiré de l’appareil pour permettre un 
refroidissement graduel jusqu’à la température de la pièce. Les oligonucléotides ainsi
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appariés ont ensuite été insérés dans le vecteur pLenti6-U6 digéré BamHl/XhoI. Les 
lentivirus ont été produits dans les cellules 293T selon les recommandations 
d ’Invitrogen (ViralPower Lentiviral Expression System) comme décrit plus loin.
Trois shARNs dirigés contre DP-2 ont été générés en utilisant les 
oligonucléotides suivants : sh#l : 5’-GAT CCC CGA AGA GTT TAT GAT GCT 
TTA TTC AAG AGA TA A AGC ATC ATA AAC TCT TCG TTT TTT GGA AC- 
3’et 5’-TCGA GTTCC AAA AAA CGA AGA GTT TAT GAT GCT TTA TCT CTT 
GAA TAA AGC ATC ATA AAC TCT TCG GG-3’; sh#2 : 5’-GAT CCC CCC TGT 
TCG TTC AAT GAT GAA TTC AAG AGA TTC ATC ATT GAA CGA ACA GGG 
TTT TTT GGA AC-3’et 5’-TCGA GTTCC AAA AAA CCC TGT TCG TTC AAT 
GAT GAA TCT CTT GAA TTC ATC ATT GAA CGA ACA GGG GG-3’; sh#3 : 5’- 
GAT CCC GAG GAT CTG AAA CTT GCG AAA TTC AAG AGA TTT CGC AAG 
TTT CAG ATC CTC TTT TTT GGA AC-3’et 5’-TCGA GTTCC AAA AAA GAG 
GAT CTG AAA CTT GCG AAA TCT CTT GAA TTT CGC AAG TTT CAG ATC 
CTC GG-3’. Le sh#3 a été sélectionné pour le résultat démontré étant donné sa 
meilleure efficacité. Le sh DP-2 muté a été généré par les oligonucléotides suivants, 
qui sont ceux du sh DP-2 #3 dans le désordre : 5’ GAT CCC GTG AAA GTA CGC 
CAG AGT AAT TTC AAG AGA ATT ACT CTG GCG TAC TTT CAC TTT TTT 
GGA AC 3’ et 5’ TCG A GTTCC AAA AAA GTG AAA GTA CGC CAG AGT AAT 
TTC AAG AGA ATT ACT CTG GCG TAC TTT CAC GG 3’. Les oligonucléotides 
en quantité équimolaire ont été incubés à 95°C pendant 5 min dans un bloc chauffant. 
Le bloc a ensuite été retiré de l’appareil pour permettre un refroidissement graduel 
jusqu’à la température de la pièce. Les oligonucléotides ainsi appariés ont ensuite été 
insérés dans le vecteur pLenti6-U6 digéré BamHI/XhoI. Les lentivirus ont été 
produits dans les cellules 293T selon les recommandations d ’Invitrogen (ViralPower 
Lentiviral Expression System) comme décrit plus loin. Les siARNs dirigés contre 
DP-2 ont été obtenus de Santa Cruz Biotechnology Inc. (sc-37815) et ont été 





Les cellules HIEC (Non-immortalized Human Intestinal Epithelial Cells) ont 
été isolées par Perreault et Beaulieu (1996) et cultivées dans le milieu Opti-MEM de 
Gibco (Invitrogen, Burlington, ON, Canada) supplémenté avec 2 mM de glutamine 
(Invitrogen), 5% Fetal Bovine Sérum (FBS), 10 mM F1EPES, 0.5 IU/ml de pénicilline, 
50 pg/ml streptomycine (tous obtenus de Wisent, St-Bruno, Canada) et 0.2 IU/ml 
d’insuline (Connaught Novo Laboratories, Willowdale, Canada). Les HIEC ont été 
originalement générées à partir d ’iléon foetal humain entre 16-20 semaines de 
gestation (Perreault and Beaulieu, 1996). Les HIEC sont non-immortalisées et ont une 
durée de vie limitée à environ 22-25 passages.
Plusieurs études ont clairement démontré que les HIEC étaient un excellent 
modèle cellulaire pour analyser la prolifération des cellules épithéliales intestinales. 
En effet, l’expression de kératines spécifiques à l’épithélium intestinal (Perreault and 
Beaulieu, 1996; Perreault et al., 1998), de composantes de jonctions cellulaires 
(Escaffit et al., 2005), de protéines régulatrices du cycle cellulaire (Gameau et al., 
2009; Deschenes et al., 2004; Deschenes et al., 2001; Quaroni and Beaulieu, 1997), de 
même que des marqueurs intestinaux spécifiques des cellules du bas de la crypte 
(Perreault and Beaulieu, 1996; Deschenes et al., 2001; Quaroni and Beaulieu, 1997; 
Basora et al., 1997; Desloges et al., 1998; Basora et al., 1999; Ruemmele et al., 2002) 
indiquent que les HIEC se comportent comme des cellules représentatives du bas de la 
crypte intestinale humaine (Pageot et al., 2000). Leur origine épithéliale cryptale a de 
plus été confirmée par leur capacité à exprimer l’antigène MIM-1/39 (Beaulieu et al., 
1992) de même que les enzymes de la bordure en brosse aminopeptidase N et 
dipeptidylpeptidase IV (Perreault and Beaulieu, 1996).
Les cellules cancéreuses colorectales humaines ont été obtenues de ATCC 
(Manassas, VA, États-Unis). Les HT-29 et HCT116 ont été cultivées dans le milieu
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McCoy’s 5A, les DLD-1 et les COLO205, dans le milieu RPMI-1640, les LoVo, dans 
le milieu F-12K, les Caco-2/15 et SW48 dans le milieu DMEM, tous contenant 
10%FBS et supplémentés avec 2 mM de glutamine, 10 mM HEPES, 0.5 IU/ml de 
pénicilline and 50 pg/ml streptomycine. Les cellules humaines embryonnaires de rein 
293T (ATCC) ont été cultivées dans le milieu Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 
(DMEM, Invitrogen) contenant 10% FBS et supplémenté avec 2 mM de glutamine, 
10 mM HEPES, 0.5 IU/ml de pénicilline et 50 pg/ml streptomycine.
3.2 Synchronisation des HIEC
Les HIEC (pl8-p21) ont été cultivées jusqu’à 70-80% de confluence, puis 
privées en sérum pour 48 h suivant deux lavages au PBS (Phosphate Buffer Saline) et 
deux lavages avec du DMEM sans sérum. Des analyses de FACS confirment que 99% 
des cellules sont quiescentes (données non-publiées obtenues par Hugo Gameau). Les 
cellules ont ensuite été stimulées avec 5% FBS, lOOng/ml EGF, 10 pM LPA ou 
autres comme spécifié pour différents temps en présence ou non de prétraitement avec 
certains inhibiteurs pharmacologiques: l’inhibiteur de MEK1/2 (U0126, 20 pM), 
l’inhibiteur des GSK3a/p (SB216763, 20 pM), l’inhibiteur de p38a/p (SB203580, 
20 pM) et l’inhibiteur des IKKa/p (IKK inhibitor III, 10 pM).
3.3 Immunofluorescence
Les HIEC et les lignées cancéreuses colorectales humaines ont été cultivées 
sur des lamelles jusqu’à une confluence de 70-80%. Les cellules ont ensuite été 
rapidement lavées avec du PBS et fixées avec du paraformaldéhyde 3%/PBS pendant 
20 min. Les cellules ont été perméabilisées avec une solution de 
0.1% Triton X-100/PBS pendant 10 min et bloquées avec 2% BSA/PBS pendant 
20 min. Les cellules ont par la suite été incubées pendant 2 h avec l’anticorps primaire 
dilué dans la solution de blocage, puis avec les anticorps secondaires anti-lapin 
conjugués à l’AlexaFluor® 488 et anti-souris conjugués à l’AlexaFluor® 568. Pour 
chaque expérience, des contrôles négatifs (sans anticorps primaire) ont été effectués. 
Des contrôles supplémentaires ont aussi été effectués pour s’assurer qu’il n ’y ait pas
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de réactivité croisée entre les longueurs d'ondes. L’anticorps primaire Ki67 a été 
incubé sur les cellules, puis l’anticorps secondaire couplé au AlexaFluor® 568 a été 
ajouté et la fluorescence a été observée à la longueur d’onde utilisée pour 
l’observation d’E2F4 (AlexaFluor® 488). Les noyaux des cellules ont été visualisés 
en utilisant la coloration au DAPI 0,1 pg/ml, 1 min.
3.4 Infection
Les lentivirus ont été produits par les cellules 293T selon les recommandations 
d ’Invitrogen (ViralPower Lentiviral Expression System) en utilisant la 
Lipofectamine 2000 (Invitrogen). En bref, les cellules 293T ensemencées la veille à 
une densité de 6 millions de cellules dans un pétri de 100 mm ont été transfectées 
avec 10 pg de pLPl, 10 pg de pLP2, 10 pg de pLP/V SV G  et 10 pg du vecteur 
d ’expression désiré en utilisant 60 pl de Lipofectamine 2000 (Invitrogen) selon les 
recommandations du fabricant. Les cellules ont ensuite été cultivées 2 jours à 37°C et 
les virus ont été récoltés, puis filtrés (0,45 pm) et conservés à -80°C.
Les cellules HIEC sous-confluentes cultivées dans un pétri de 100 mm ont été 
infectées avec les lentivirus encodant pour les shARN dirigés contre GSK3P (Sigma- 
Aldrich) en utilisant 300 pl de virus dans lesquels 0,5 pg/ml polybrene a été ajouté. 
Les cellules ont été incubées à 37°C pendant 1 h, puis les virus ont été retirés par 
aspiration et du milieu frais a été ajouté. Les cellules ont été cultivées pendant 3 jours, 
puis sélectionnées avec de la puromycine (1 pg/ml) pendant 10 jours.
Les cellules HIEC sous-confluentes cultivées dans un pétri de 100 mm ont été 
infectées avec les lentivirus encodant pour les shARN dirigés contre GSK3a/p 
(pLenti6-U6) ou DP-2 (pLenti6-U6) en utilisant 1 ml de virus dans lesquels 0,5 pg/ml 
de polybrene a été ajouté. Les cellules ont été incubées à 37°C pendant 1 h, puis les 
virus ont été retirés par aspiration et du milieu frais a été ajouté. Les cellules ont été 




Les cellules HIEC ont été cultivées jusqu’à une confluence de 70-80% et les 
cellules 293T ont été cultivées jusqu’à une confluence de 50%. Les cellules ont 
ensuite été transfectées avec les vecteurs d’expression d’E2F4 (pCDNA3.1 vecteur 
vide, HA-E2F4 WT ou HA-E2F4 T224A pour les HIEC et pLVX-Tight-Puro vide ou 
contenant HA-E2F4 WT, HA-E2F4(Ser)i2 ou HA-E2F4(Ser)i4 ainsi que pLVX-Tet- 
O ff pour les 293 T) en présence des gènes rapporteurs luciférases pE2F-TA-Luc et 
pRL-SV40 Rénilla de même que pCMV DP-2-HA. Quarante-huit heures suivant la 
transfection, les cellules ont été lysées et l’activité luciférase a été mesurée selon les 
recommandations du protocole du Dual-Luciferase® Assay Reporter System 
(Promega).é
4. Biologie moléculaire
4.1 Extraction de protéines et immunobuvardage
Les cellules ont rapidement été rincées deux fois avec du PBS froid et lysées 
dans du Tampon Triton (1% Triton X-100, 50 mM Tris-HCl pH 7,5, 100 mM NaCl, 
5 mM EDTA, 5% glycérol, 40 mM P-glycérophosphate, 50 mM NaF, 200 pM 
orthovanadate, 5% pepstatine, 5% aprotinine, 5% leupeptine et 5% fluorure de 
phénylméthylsulfonyl (PMSF)) durant 30 min sous faible agitation à 4°C. Les débris 
cellulaires ont ensuite été éliminés par centrifugation (15 000 g, 10 min) et du 
Tampon Laemmli 4X (2,3% SDS, 10% glycérol, 0,005% bleu de bromophénol et 5% 
P-mercaptoéthanol) a été ajouté aux surnageants qui ont été analysés sur gel. Les 
extraits cellulaires totaux ont été séparés sur gel SDS-PAGE 7,5% acrylamide (pour 
visualiser les phosphorylations d ’E2F4) ou 10% acrylamide, puis transférés sur des 
membranes de fluorure de polyvinylidène (PVDF) (Perkin Elmer). Les membranes 
ont été bloquées avec du PBS 0,05% Tween contenant 5% de lait en poudre écrémé 
pendant 1 h à la température de la pièce (TP) puis incubées toute la nuit (O/N) avec 
l’anticorps primaire dilué dans la solution de blocage. Les membranes ont par la suite
56
été lavées dans le PBS 0,05% Tween (trois fois 10 min), puis incubées avec 
l’anticorps secondaire dilué dans la solution de blocage pour 1 h, soit des IgG anti­
souris ou anti-lapin couplés à la peroxydase de raifort (GE Healthcare, Baie d’Urfé, 
Canada,). Finalement, les immunobuvardages ont été visualisés avec l’ajout d’ECL 
(Enhanced ChemiLuminescence) fait maison (Tris-HCl 100 mM pH 8,5, 1,25 mM de 
luminol, 225 pM d’acide coomarique et 2,9 mM d’^ C b ). Les concentrations 
protéiques ont été déterminées par un dosage BCA (ThermoScientific, Waltham, MA) 
comme décrit par le manufacturier avec l’albumine de sérum bovin comme standard.
4.2 Essai de déphosphorylation
Les cellules ont été lysées dans le tampon de lyse Triton en absence 
d ’inhibiteurs de phosphatases (NaF, P-glycérophosphate et orthovanadate). Les lysats 
clarifiés ont ensuite été incubés avec des anticorps anti-E2F4 (3 h, 4°C), puis des 
billes de protéine A Sépharose CL-4B (GE Healthcare) ont été ajoutées pour une 
heure additionnelle. Les immunocomplexes ont ensuite été lavés quatre fois avec du 
tampon de lyse Triton X-100 sans inhibiteurs de phosphatase et deux fois avec le 
tampon d’essai de déphosphorylation fourni par le fabricant. 2,5 unités de phosphatase 
PP1 ou 1 unité de phosphatase X ont ensuite été ajoutés aux immunocomplexes 
d’E2F4 dans le tampon d’essai de déphosphorylation (30°C, 30 min). Le tampon 
Laemmli est finalement ajouté pour arrêter la réaction, puis les échantillons ont été 
bouillis et déposés sur un gel SDS-PAGE.
4.3 Essai kinase
Les cellules 293T ont été transfectées avec pCDNA3.1 vecteur vide ou 
pCDNA3.1 HA-E2F4 WT en utilisant la Lipofectamine 2000 (Invitrogen) selon les 
recommandations du fabricant. Les cellules ont été lysées 48 h suivant la transfection 
dans le tampon de lyse Triton. Pour immunoprécipiter E2F4, les lysats clarifiés (lm g) 
ont d’abord été incubés avec l’anticorps anti-HA (3 h, 4°C), puis des billes de protéine 
A Sépharose CL-4B ont été ajoutées pour une heure additionnelle. Les
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immunocomplexes ont ensuite été lavés quatre fois avec du tampon de lyse Triton X- 
100 et deux fois avec le tampon d’essai kinase (25 mM Tris-HCl pH 7,5, 20 pM 
EGTA, 10 mM P-glycérophosphate, 1 mM orthovanadate, 400 pM DTT, 
30 mM MgCh et 30 mM BSA). L’[y-32P]ATP (3 pCi/essai) a ensuite été ajouté et la 
réaction a été initiée par l’ajout d ’ERKl recombinant actif (5 ng) et l ’incubation à 
30°C. Après 5 min, la réaction a été arrêtée par l’ajout de tampon Laemmli. Les 
échantillons ont ensuite été bouillis, puis déposés sur gels SDS-PAGE. Les résultats 
ont été visualisés par autoradiographie. Après l’autoradiographie, les gels ont été 
transférés sur une membrane de PVDF et un immunobuvardage avec un anticorps HA 
a été effectué. Les essais kinases avec la protéine recombinante E2F4 GST ont été 
effectués dans les mêmes conditions.
4.4 Extraction d'ARN et analyse d'expression par PCR
Les ARNs totaux ont été isolés selon le protocole de QIAGEN RNeasy 
(QIAGEN, Mississauga, ON, Canada). L’ADN génomique contaminant contenu dans 
les ARNs extraits a été éliminé par l’ajout de 1 U de DNAse I (ROCHE Diagnostics, 
Laval, QC, Canada) dans le tampon DNase fourni pendant 30 min à 37°C. Puis, la 
DNase a été inactivée par l’ajout d’EDTA 8 mM (pH 8,0) et par le chauffage à 75°C 
pendant 10 min. Les ARNs ont ensuite été dosés par spectrophotométrie puis lug 
d’ARN a été incubé avec 0,1 pg/ul d’oligos (dTfio à 75°C, 10 min et reposé sur glace 
5 min. Les ADNc ont été synthétisés en ajoutant 25 U d’AMV reverse transcriptase 
(ROCHE Diagnostics), 1 mM dNTP (Invitrogen) et 25 U d’inhibiteur d’ARNase 
(ROCHE Diagnostics) incubés à 42°C pendant 1 h. Les ADNc ont ensuite été dilués 
1:2 et les PCR ont été effectués en utilisant 1 ul d’ADNc dilué, 1 U de Taq ADN 
polymérase (QIAGEN), 1 mM dNTP (Invitrogen), 0,4 pM de chaque amorce dans le 
tampon fourni. Les réactions ont été effectuées dans un Thermal cycler (BIO-RAD) 
par une dénaturation initiale à 94°C pendant 5 min, puis une série de 25 cycles 
débutant par une dénaturation de 30 sec à 94°C, suivi d’une hybridation de 30 sec à 
53°C et une élongation de 30 sec à 72°C. Une élongation finale de 5 min à 72°C a 
aussi été effectuée à la fin des cycles. Les amorces d ’oligonucléotides utilisées ont été
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synthétisées par Integrated DNA Technologies (San Diego, CA, États-Unis). Les 
amorces suivantes ont été utilisées pour E2F4 : 5’-GTG CCA CCA CCT GAA GAT 
TT-3’ et 5’-AGC TCA CCA CTG TCC TTG CT-3’ et pour RPLPO : 5’- 
GCAATGTTGCCAGTGTCTG-3’ et 5 ’ -GCCTTGACCTTTTCAGCAA-3 ’
4.5 Production de la protéine recombinante E2F4 GST
La protéine recombinante E2F4-GST a été produite dans les bactéries 
Escherichia Coli BL-21 DE3 avec la construction pGEX-4T2 E2F4 décrite 
précédemment. Lorsque le bouillon de culture bactérienne a atteint une densité 
d ’environ 0,8, la production d’E2F4 GST a été induite avec 0,5 mM Isopropyl P-D-l- 
thiogalactopyranoside (IPTG) pendant 3 h. Les cellules ont ensuite été isolées, rincées 
au PBS, lysées dans le tampon SB (16 mM sodium phosphate, pH 7,4, 150 mM NaCl, 
15% glycérol, 0.02% Triton X-100, 1 mM dithiothreitol, 10 pg/ml leupeptine, 1 pg/ml 
pepstatine A, 10 pg/ml aprotinine) et soniquées. Du Triton X-100 a été ajouté jusqu’à 
une concentration finale de 1%. Les lysats ont été incubés 15 min sur glace et 
centrifugés 15 min à 12 000 RPM. Les surnageants ont été incubés avec une 
suspension de billes glutathione-sépharose 4B pendant 1 h à 4°C. Les billes ont 
ensuite été lavées avec le tampon SB et la protéine E2F4 GST a été éluée avec du 
tampon 50 mM Tris HC1 pH 8,0 contenant 10 mM glutathione réduite.
4.6 Détermination du nombre de répétitions CAG dans le microsatellite d ’E2F4 par 
électrophorèse capillaire
L’ADN génomique des cellules cancéreuses colorectales humaines Caco-2/15, 
COLO205, HT-29, LoVo, DLD-1, HCT116 et SW48 ainsi que des cellules 
épithéliales intestinales normales HIEC a été isolé à l’aide du Spin Doctor Solution 
Set (Gérard Biotech, Oxford, Ohio, États-Unis) selon les recommandations du 
fabricant. A partir des ADNgs obtenus, le microsatellite d’E2F4 a été amplifié par 
PCR, puis les PCRs ont été traités par électrophorèse capillaire par l’équipe du Centre 
de Rnomique de l'Université de Sherbrooke afin de déterminer le nombre de 
répétitions CAG dans le microsatellite d’E2F4 dans les diverses lignées cellulaires, et
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ce, à l’aide du Agilent 2100 Bioanalyser (Agilent Technologies, Mississauga, ON, 
Canada) et du LabChip® 90 (Caliper, Hopkinton, MA, États-Unis) selon les 
recommandations du fabricant en utilisant des contrôles d ’ADN plasmidiques ayant 
12, 13 ou 14 répétitions CAG (pLVX-Tight-Puro E2F4 (Ser)i2 , E2F4 WT et 
E2F4(Ser)i4 respectivement).
5. Adénomes colorectaux humains
5.1 Tissus
Les échantillons d’adénomes ou de carcinomes colorectaux humains ainsi que 
leur tissu sain adjacent (situé à au moins 10 cm de l’adénome ou de la tumeur 
primaire) ont été obtenus de patients soumis à une chirurgie de résection. Les patients 
n’ont pas reçu de traitement préopératoire. Les tissus ont été obtenus suivant le 
conscentement écrit du patient selon le protocole approuvé par le Comité 
institutionnel d’éthique de la recherche sur l ’humain du Centre Hospitalier 
Universitaire de Sherbrooke. Les tissus ont été congelés dans l’azote liquide, au 
maximum 30 min suivant la résection. Les tissus pairés ont ensuite été lysés dans le 
tampon Triton et des immunobuvardages ont été effectués comme ils ont été décrits 
précédemment. Les tissus pairés ont aussi été fixés avec la paraformaldéhyde 4%, 
inclus dans la paraffine, coupés et des immunohistochimies ont été effectuées.
5.2 Immunohistochimie
Les immunohistochimies ont été effectuées selon les recommandations du 
EnVision™ Détection System (DAKO, Burlington, ON, Canada). Les coupes (5 pm) 
de tissus d’adénomes humains ont été déparaffinées dans le xylène, puis réhydratées 
dans une série de solution d’éthanol (100%, 95%, 80% et 70 %), puis chauffées dans 
l’acide citrique monohydrate 10 mM pH 6,0. Les peroxidases endogènes ont ensuite 
été inactivées par la solution « peroxidase block » fournie. Puis, les coupes ont été 
bloquées avec une solution de BSA 2% pendant 30 min et l’anti-E2F4 dans la solution
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de blocage a été ajouté pendant 30 min. Suivant trois rinçages au PBS, l’anticorps 
polymère-HRP anti-lapin a été incubé 1 h sur les coupes. Le marquage a été révélé par 
l’ajout de la solution de DAB, puis la réaction a été arrêtée par des lavages à l’eau 
déionisée. Les coupes ont ensuite été colorées à l ’hématoxyline, déshydratées par les 
solutions d’éthanol (70%, 95%, 100%), puis dans le xylène pour ensuite être montées 
sur lamelles avec Vectamount (Vector Laboratories, Burlington, ON, Canada).
6. Présentation des données et analyses statistiques
Toutes les expériences ont été effectuées en duplicata ou en triplicata. Les 
immunobuvardages présentés sont représentatifs d’au moins trois expériences 
indépendantes. Les analyses densitométriques ont été effectuées à l’aide du logiciel 
Image J. Les immunofluorescences et immunohistochimies sont représentatives de 
trois expériences indépendantes.
III- RÉSULTATS
1. Voies de signalisation qui contrôlent la translocation nucléaire d’E2F4 et 
l'entrée en phase S des HIEC
1.1 L'activation de la signalisation MEKJERK est requise pour la translocation 
nucléaire d  'E2F4 et la transition G l/S  des HIEC
Précédemment, les travaux du laboratoire ont montré la nécessité d ’E2F4 pour 
l’expression de plusieurs protéines contrôlant le cycle cellulaire et pour la 
prolifération des cellules épithéliales intestinales normales (HIEC) (Garneau et al., 
2009). Dans les cellules HIEC quiescentes, E2F4 a une localisation cytoplasmique 
tandis qu’il est localisé au noyau des cellules prolifératives, suggérant que sa 
localisation est régulée par les voies de signalisation activées par des mitogènes 
(Deschenes et al., 2004). Par conséquent, nous nous sommes intéressés aux voies de 
signalisation qui pourraient être impliquées dans la translocation nucléaire d ’E2F4 et 
la transition G l/S des HIEC induites par le sérum. L’implication du sentier de 
signalisation MEK/ERK a tout d’abord été vérifiée étant donné que des travaux 
précédents du laboratoire ont démontré qu’une stimulation soutenue des ERK1/2 était 
requise pour que les cellules épithéliales intestinales cryptales de rat (IEC-6) entrent 
en phase S (Rivard et al., 1999).
Aussi, la localisation d’E2F4 de même que quelques marqueurs de l’entrée en 
phase S (hyperphosphorylation de pRb, synthèse des cyclines D et A, dégradation de 
p27) ont été analysés suivant une stimulation des HIEC avec sérum en présence de 
U0126, un inhibiteur spécifique de MEK1/2. Comme démontré dans la Figure 12-A, 
l’inhibition du sentier MEK/ERK par l’addition de 20 pM U0126 prévient la 
phosphorylation des ERK1/2 de même que l’entrée en phase S des HIEC. En effet, le 
U0126 empêche l’induction de la cycline D, la dégradation de p27, 
l’hyperphosphorylation de pRb (Figure 12-A) et abolit complètement la translocation 
nucléaire d’E2F4 (Figure 12-B). Ces résultats indiquent donc que l’activation de la
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signalisation MEK/ERK est requise pour la translocation nucléaire d’E2F4 et la 
transition G l/S des HIEC. Il est à noter que des résultats similaires ont été observés 
avec un autre inhibiteur de MEK1/2, le PD-98059.
Figure 12. Le sentier MEK/ERK est nécessaire à la translocation nucléaire d'E2F4 et 
à la transition G l/S des HIEC
A) Les HIEC sous-confluentes ont été privées en sérum 48 h, puis restimulées avec 
5% FBS pendant 30 min ou 24 h en présence d’un prétraitement avec 20 pM U0126 
(ou DMSO) de 10 min. Les cellules ont été lysées et les lysats clarifiés ont été séparés 
par gel SDS-PAGE et analysés par immunobuvardage à l’aide d ’anticorps 
reconnaissant spécifiquement pRb, phospho-ERK, cycline D, p27 et la P-actine. B) 
Les HIEC cultivées sur lamelles ont été privées en sérum 48 h, puis restimulées avec 
5% FBS pendant 24 h en présence d’un prétraitement avec 20 pM U0126 (ou 
DMSO). Les cellules ont été fixées avec la paraformaldéhyde (3%) puis 
perméabilisées avec une solution 0,1% Triton X-100. La localisation d’E2F4 a été 
analysée par immunofluorescence. Les flèches mettent en évidence les cellules qui 
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1.2 L'EGF n ’induit pas la translocation nucléaire d ’E2F4 ni la transition G l/S  des 
HIEC
Afin de mieux comprendre les mécanismes contrôlant la localisation cellulaire 
d’E2F4 durant la transition G l/S des HIEC, nous avons étudié l’impact de facteurs de 
croissance tels l’EGF et l’acide lysophosphatidique (LPA). L’EGF est un facteur de 
croissance classique qui active plusieurs voies de signalisation intracellulaires incluant 
la signalisation MEK/ERK (Sheng et al., 2003; Oliver et al., 1995). De plus, l’EGF 
induit la prolifération des cellules épithéliales intestinales immortalisées de rat 
(IEC-6) de manière dépendante de MEK (Aliaga et al., 1999; Oliver et al., 1995).
Cependant, dans les cellules épithéliales intestinales normales humaines 
(HIEC), malgré que l’EGF induise une activation rapide et soutenue des ERK1/2 (au 
moins > 4 h) et une modeste induction de cycline D, ce n’est pas suffisant pour mimer 
la puissante induction des cyclines D et A, la dégradation de p27 et 
l’hyperphosphorylation de pRb induites par le sérum (Figure 13-A). Aussi, 
contrairement au sérum, l’EGF n ’induit pas la translocation nucléaire d’E2F4 ni 
l’apparition de l’antigène de prolifération Ki67 (Figure 13-B). Il est à noter que ni 
l’hyperphosphorylation de pRb ni le marquage du Ki67 n’ont été observés à des 
concentrations plus basses ou plus hautes d ’EGF (entre 2 ng/ml et 1 pg/ml), éliminant 
ainsi l’hypothèse de sur-stimulation ou sous-stimulation des récepteurs de l’EGF. Ces 
résultats indiquent donc que l’EGF, de lui-même, n’induit pas la translocation 
nucléaire d ’E2F4 ni la transition G l/S des cellules épithéliales intestinales non- 
immortalisées humaines. Par conséquent, l’activation du sentier MEK/ERK ne semble 
pas suffisante à l’induction de ces événements, suggérant que d’autres voies de 
signalisation sont aussi impliquées.
Ensuite, nous avons investi gué l’impact du LPA, un lysophospholipide 
biologiquement actif du sérum qui contribue à une multitude d’effets incluant la 
prolifération de plusieurs types cellulaires tels que les fibroblastes, les cellules 
cancéreuses du sein, les cellules de muscle lisse, les cellules neuronales et les cellules 
cancéreuses colorectales humaines (Zhang et al., 2007).
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De manière similaire au sérum, le LPA induit la phosphorylation des ERK1/2 
de même que l’entrée dans le cycle cellulaire des HIEC. En effet, la Figure 13-A 
démontre que le LPA induit Phyperphosphorylation de pRb, la dégradation de p27 et 
l’expression des cyclines D et A. Aussi, contrairement à l’EGF, le LPA promeut la 
translocation nucléaire d ’E2F4 et l’apparition de l’antigène de prolifération Ki67 
(Figure 13-B). Ainsi, nos résultats démontrent que le LPA est un important facteur de 
croissance du sérum pour les HIEC.
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Figure 13. L’EGF n’induit pas la translocation nucléaire d’E2F4 ni la transition G l/S 
des HIEC
A) Les cellules HIEC sous-confluentes ont été privées en sérum pendant 48 h, puis 
restimulées avec 5% FBS, 100 ng/ml EGF ou 10 pM LPA pendant 30 min ou 24 h. 
Les lysats clarifiés ont été séparés par gel SDS-PAGE et des immunobuvardages ont 
été effectués à l’aide d ’anticorps spécifiques reconnaissant les formes phosphorylées 
des ERK1/2, pRb, cycline D, cycline A, p27 et p-actine. B) Les cellules HIEC 
cultivées sur lamelles ont été privées en sérum pendant 48 h et restimulées pour 24 h 
avec 5% FBS, 100 ng/ml EGF ou 10 pM LPA. Les cellules ont été fixées avec la 
paraformaldéhyde (3%), puis perméabilisées avec 0,1% Triton X-100 pour ensuite 
être analysées par immunofluorescence pour E2F4 et Ki67. Les cellules possédant une 
localisation nucléaire d ’E2F4 ou un marquage positif du Ki67 ont été dénombrées 
dans 10 champs. Le nombre total de cellules a été déterminé en utilisant la coloration 
au DAPI. Les ratios des cellules exprimant E2F4 au noyau ou étant Ki67 positives 
avant et après la stimulation au sérum, à l’EGF ou au LPA sont représentés sur le 
graphique. Il est à noter que toutes les cellules montrant une expression nucléaire 
d ’E2F4 sont aussi Ki67 positives. Les résultats sont des moyennes ± SEM d’une 
expérience représentative de trois. *Significatif à /?<0,0001 comparativement aux 










Q  E2F4 nucléaire Ki67 positive
30' 24h 30' 24h 30' 24h
68
1.3 L ’inhibition des GSK3 est requise pour la translocation nucléaire d ’E2F4 de 
même que pour la transition G l/S  des HIEC
Dans le but de comprendre pourquoi l’EGF, contrairement au LPA et au 
sérum, n ’induit pas la translocation nucléaire d ’E2F4 et la transition G l/S des HIEC, 
nous avons analysé le statut de phosphorylation de GSK3P, une sérine/thréonine 
kinase associée à deux voies de signalisation importantes pour la prolifération des 
cellules épithéliales intestinales et pour la formation de cancers colorectaux : la voie 
Wnt/p-caténine et la voie PI3K/AKT (Pinto et al., 2003; Sheng et al., 2003; 
Khaleghpour et al., 2004).
En effet, AKT phosphoryle GSK3P sur la sérine 9, ce qui mène à son 
inhibition et contribue ainsi à l’induction de la prolifération par la voie PI3K/AKT 
(Manning and Cantley, 2007). De plus, GSK3P est une composante de la voie de 
signalisation Wnt/p-caténine, dans laquelle l’inhibition de GSK3P est requise pour 
permettre l’accumulation de la P-caténine, sa translocation nucléaire et la transcription 
de ses gènes cibles notamment impliqués dans la prolifération (Jope and Johnson, 
2004).
Comme montré à la Figure 14-A, le sérum induit fortement la phosphorylation 
d’AKT et de GSK3P après 30 min et 24 h de stimulation. Au contraire, la stimulation 
des HIEC par l’EGF induit de manière transitoire et moindre la phosphorylation 
d’AKT et de GSK3p. Finalement, le LPA induit une phosphorylation d’AKT plus 
soutenue et une phosphorylation de GSK3P plus soutenue et plus forte en 
comparaison avec la stimulation par l’EGF (Figure 14-A).
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Ces résultats nous ont mené à vérifier si l’inhibition de GSK3 serait nécessaire 
à la translocation nucléaire d’E2F4 et à la transition G l/S des HIEC. Afin de valider 
cette hypothèse, un inhibiteur spécifique des GSK3a/p (SB216763) a été utilisé. Les 
HIEC ont été privées en sérum 48 h, prétraitées 10 min avec le SB216763, puis 
restimulées avec l’EGF pour 30 min ou 24 h. Comme démontré à la Figure 14-B, un 
traitement des HIEC avec l’EGF ou le SB216763 seul n’est pas suffisant à induire 
significativement la synthèse de la cycline D, la dégradation de p27 et 
l’hyperphosphorylation de pRb comparativement au sérum. Cependant, 
l’hyperphosphorylation de pRb, la synthèse de la cycline D et la dégradation de p27 
ont été observées en présence de l’EGF et du SB216763. De manière similaire, en 
présence de SB216763, l’EGF induit la translocation nucléaire d’E2F4 et l’apparition 
de l’antigène de prolifération Ki67 (Figure 14-C). L’inhibition des GSK3 par le 
SB216763 a été validée par la diminution de la phosphorylation de la glycogène 
synthase (données non présentées). Ces résultats suggèrent donc la nécessité de 
l’inhibition de GSK3, en plus de l’activation du sentier MEK/ERK, pour la 
translocation nucléaire d ’E2F4 et l’entrée en phase S des HIEC.
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Figure 14. L’inhibition des GSK3 est requise pour la translocation nucléaire d’E2F4 
et l’entrée en phase S des HIEC
A) Les cellules HIEC sous-confluentes ont été privées en sérum pendant 48 h (SS, 
sans sérum), puis restimulées avec 5% FBS, 100 ng/ml EGF ou 10 pM LPA pendant 
30 min ou 24 h. Les lysats clarifiés ont été séparés par gel SDS-PAGE et des 
immunobuvardages ont été effectués à l’aide d ’anticorps spécifiques reconnaissant les 
formes phosphorylées de GSK3P, d ’AKT et la P-actine. B) Les cellules HIEC sous- 
confluentes ont été privées en sérum pendant 48 h, puis restimulées pour 24 h avec 
5% FBS ou 100 ng/ml EGF en présence d’un prétraitement avec 20 pM SB216763 
(ou DMSO) pendant 10 min. Des immunobuvardages ont été effectués pour pRb, 
cycline D, p27 et P-actine. C) Les cellules HIEC cultivées sur lamelles ont été 
restimulées pour 24 h avec 5% FBS, 100 ng/ml EGF, 20 pM SB216763 ou une 
combinaison d’EGF et SB (ou DMSO), en prétraitement de 10 min. Les cellules ont 
été fixées avec la paraformaldéhyde (3%) et perméabilisées avec 0,1% Triton X-100 
pour ensuite être analysées par immunofluorescence pour E2F4 et Ki67. Les cellules 
possédant une localisation nucléaire d’E2F4 ou un marquage positif du Ki67 ont été 
dénombrées dans 10 champs. Le nombre total de cellules a été déterminé en utilisant 
la coloration au DAPI. Les ratios des cellules exprimant E2F4 au noyau et étant Ki67 
positives avant et après la stimulation au sérum, à l’EGF ou à l’EGF + SB sont 
représentés sur le graphique. Il est à noter que toutes les cellules montrant une 
expression nucléaire d’E2F4 sont aussi Ki67 positives. Les résultats sont des 
moyennes ± SEM d’une expérience représentative de trois. * Significatif à p<0,05, ** 
Significatif à p<0,01. *** Significatif à p<0,005 comparativement aux cellules 
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1.4 Le FGF9 induit une légère entrée en phase S  des HIEC mais l'inhibition des 
GSK3 favorise davantage la transition G l/S
Le Fibroblast-Growth-Factor Receptor-3 (FGFR-3) est exprimé dans les 
cellules prolifératives de la crypte intestinale en développement et sa perte 
d’expression chez la souris entraîne une importante diminution du nombre de cryptes 
(Vidrich et al., 2009; Vidrich et al., 2004). Aussi, les principaux ligands pouvant 
activer FGFR-3 sont FGF1, FGF2 et FGF9 (Omitz and Itoh, 2001) et FGF1 et 9 sont 
fortement exprimés lors du développement intestinal (Vidrich et al., 2004).
Pour ces raisons, nous avons étudié l’effet du FGF9 sur la transition G l/S des 
HIEC en les restimulant avec 10, 50 ou 100 ng/ml FGF9 suivant une privation en 
sérum de 48 h. À 50 ng/ml, l’effet optimal est observé : il y a synthèse de la cycline D 
et une légère phosphorylation de pRb (Figure 15-A). Par contre, il y a peu 
d’augmentation d’expression de la cycline A et de dégradation de p27 
comparativement à la stimulation par le sérum (Figure 15-A). Aussi, comme ce qui est 
observé avec l’EGF, la combinaison du FGF9 avec l’inhibition des GSK3a/p par le 
SB216763 permet l’entrée en phase S des HIEC, confirmant la nécessité de 
l’inhibition des GSK3 pour la transition G l/S.
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Figure 15. Le FGF9 induit une légère entrée en phase S des HIEC mais l’inhibition 
des GSK3 favorise davantage la transition G l/S
Les HIEC sous-confluentes ont été privées en sérum 48 h puis restimulées avec 5% 
FBS ou 10, 50 ou 100 ng/ml FGF9 pendant 30 min ou 24 h. Les HIEC ont aussi été 
restimulées avec 50ng/ml FGF9 en présence d’un prétraitement avec 
20 pM SB216763. Les cellules ont été lysées et les lysats clarifiés ont été analysés par 
gel SDS-PAGE suivi d’un immunobuvardage à l’aide d ’anticorps spécifiques 
reconnaissant pRb, cycline D, cycline A, p27 et P-actine.
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1.5 Une diminution d ’expression de GSK3a ou fi par un shARN n ’est pas suffisante à 
induire l'entrée en phase S  des HIEC
La deuxième stratégie utilisée afin de réduire l’activité de GSK3 a été la 
diminution d’expression par shARN. Aussi, l’expression de GSK3(3 a été réduite dans 
les HIEC par l’expression de trois différents shARNs délivrés à l’aide de lentivirus.
Des populations stables exprimant les shARNs dirigés contre GSK3P ont été 
générées. Les HIEC ont ensuite été privées en sérum pendant 36 h puis restimulées 
avec sérum ou EGF pendant 24 h. Le sh#3 entraîne une importante diminution 
d’expression de GSK3P; le sh#l, une diminution moindre; et le sh#2 n’a aucun effet 
(Figure 16-A). Malheureusement, la diminution d’expression de GSK3p n’a pas 
d ’impact sur l’hyperphosphorylation de pRb ni sur la synthèse des cyclines A et D 
induites par l’EGF (Figure 16-A). Ces résultats suggèrent que la diminution 
d ’expression de GSK3P induite par l’expression du shARN n’est pas suffisante pour 
entraîner la transition G l/S des HIEC qui est observée lorsque les GSK3a/p sont 
inhibées par le SB216763.
Étant donné que l’inhibiteur pharmacologique SB216763 inhibe autant GSK3P 
que GSK3a, l’expression des GSK3a et p a été réduite par l’expression d’un shARN 
dirigé contre ces deux formes. Des populations stables de HIEC exprimant un sh 
vecteur vide ou le shARN dirigé contre GSK3a/p ont été générées. Suivant une 
privation en sérum, les cellules ont été restimulées avec sérum ou EGF avec ou sans 
un prétraitement avec 1 pM SB216763, une dose à laquelle l’entrée en phase S n’est 
pas induite en condition normale, afin de démontrer la spécificité de l’effet observé à 
20 pM SB216763.
La Figure 16-B démontre que l’expression du shARN GSK3a/p réduit 
l’expression de GSK3a d’environ 85%, et de GSK3P d’environ 20%. Aussi, 
l’hyperphosphorylation de pRb et la synthèse des cyclines D et A ne sont pas 
observées dans les HIEC exprimant le shARN dirigé contre GSK3a/p stimulées par 
l’EGF, et ce, même avec l’inhibition additionnelle de 1 pM SB216763 (Figure 16-B).
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Ces résultats suggèrent donc qu’une diminution d ’expression des GSK3 n’est pas 
suffisante à induire la transition G l/S des HIEC. Il est à noter qu’il nous a été 
impossible de générer des HIEC stables exprimant deux shARNs dirigés 
spécifiquement contre GSK3a et GSK3p.
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Figure 16. Une diminution d'expression de GSK3a et/ou P n'est pas suffisante à 
induire la transition G l/S  des HIEC
A) Les HIEC sous-confluentes ont été infectées ou non (NI) avec des lentivirus 
encodant pour trois shARNs différents dirigés contre GSK3p comme il a été décrit 
dans la section Matériel et Méthodes. Suivant la sélection avec la puromycine et 
l’établissement de populations stables, les HIEC sous-confluentes ont été privées en 
sérum pendant 36 h, puis restimulées avec 5% FBS ou 100 ng/ml EGF pendant 24 h. 
Les cellules ont été lysées et les lysats clarifiés ont été séparés par gel SDS-PAGE et 
des immunobuvardages ont été effectués à l’aide d’anticorps spécifiques 
reconnaissant GSK3p, les cycline D et A et pRb. B) Les HIEC sous-confluentes ont 
été infectées avec des lentivirus encodant pour un shARN dirigé contre GSK3ot et P 
(ou infection avec le vecteur vide) comme décrit dans la section Matériel et Méthodes. 
Suivant la sélection avec la blasticidine et l’établissement de populations stables, les 
HIEC ont été privées en sérum pendant 36 h, puis restimulées avec 5% FBS ou 
100 ng/ml EGF en présence d’un prétraitement avec 1 pM SB216763 (ou DMSO) 
pendant 24 h. Les cellules ont été lysées et les lysats clarifiés ont été séparés par gel 
SDS-PAGE et des immunobuvardages ont été effectués à l’aide d’anticorps 
spécifiques reconnaissant GSK3a, GSK3p, les cycline D et A, pRb et la P-actine.
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1.6 L'inhibition des MAPK/p38a/fipermet à l ’EGF d'induire la transition G l/S  des 
HIEC
Afin de comprendre davantage les mécanismes régulant le cycle cellulaire des 
HIEC, nous avons aussi évalué l’implication d ’autres voies de signalisation 
impliquées dans le contrôle de la prolifération et de la différenciation des cellules de 
l’épithélium intestinal. Plusieurs études in vivo et in vitro démontrent qu’une 
diminution de l’activité des MAPKs p38a/p par des inhibiteurs pharmacologiques ou 
par des délétions génétiques favorise la prolifération de différents types cellulaires 
(Hui et al., 2007b; Han and Sun, 2007). Aussi, dans les cellules épithéliales 
intestinales, l’arrêt de prolifération corrèle avec une augmentation de l’activité de 
p38a (Houde et al., 2001) et l’inhibition de p38a/p par l’inhibiteur pharmacologique 
SB203580 entraîne la translocation nucléaire d ’E2F4 et l’augmentation de son activité 
transcriptionnelle (Deschenes et al., 2004).
Ainsi, nous avons évalué l’effet de l’inhibition des p38a/p en combinaison 
avec l’EGF sur la translocation nucléaire d’E2F4 et l’entrée en phase S des HIEC. 
Alors que l’EGF seul n’induit pas l’entrée en phase S, l’inhibition des p38a/p avec le 
SB203580 en combinaison avec l’EGF induit la transition G l/S des HIEC caractérisée 
par l’hyperphosphorylation de pRb, la synthèse de la cycline D et la dégradation de 
p27 (Figure 17-A). L’inhibition des p38a/p en combinaison avec l’EGF entraîne aussi 
de manière significative la translocation nucléaire d’E2F4 et l’apparition de l’antigène 
Ki67 (Figure 17-B). Il est à noter que l’inhibition des p38 par le SB203580 entraîne 
une faible diminution de la phosphorylation de HSP-27 (données non présentées). Ces 
résultats suggèrent que l’inhibition des p38a et/ou P est requise pour que l’EGF 
induise la translocation nucléaire d’E2F4 et l’entrée en phase S des HIEC.
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Figure 17. L’inhibition des MAPK/p38a/p permet à l’EGF d ’induire la transition 
G l/S des HIEC
A) Les cellules HIEC sous-confluentes ont été privées en sérum pendant 48 h, puis 
restimulées pour 30 min, 4 h ou 24 h avec 5% FBS ou 100 ng/ml EGF en présence 
d ’un prétraitement avec 20 pM SB203580 (ou DMSO) pendant 10 min. Les cellules 
ont été lysées et les lysats clarifiés ont été analysés par immunobuvardage à l’aide 
d ’anticorps reconnaissant spécifiquement pRb, cycline D et p27. B) Les cellules HIEC 
cultivées sur lamelles ont été restimulées pour 24 h avec 5% FBS, 100 ng/ml EGF, 
20 pM SB203580 ou une combinaison d’EGF et SB203580 en prétraitement de 
10 min. Les cellules ont été fixées avec la paraformaldéhyde et perméabilisées avec 
0,1% Triton X-100 pour ensuite être analysées par immunofluorescence pour E2F4 et 
Ki67. Les cellules possédant une localisation nucléaire d ’E2F4 ou un marquage 
positif du Ki67 ont été dénombrées dans 10 champs. Le nombre total de cellules a été 
déterminé en utilisant la coloration au DAPI. Les ratios des cellules exprimant E2F4 
au noyau et étant Ki67 positives avant et après la stimulation au sérum, à l’EGF ou à 
l’EGF + SB sont représentés sur le graphique. Il est à noter que toutes les cellules 
montrant une expression nucléaire d’E2F4 sont aussi Ki67 positives. Les résultats 
sont des moyennes ± SEM d’une expérience représentative de trois. ** Significatif à 
/?<0,01 comparativement aux cellules contrôles (test de /).











































1.7 La voie NFkB est requise pour la translocation nucléaire d ’E2F4 et la transition 
G l/S  des HIEC
L’importance de l’inflammation dans l’initiation de la formation de tumeurs et 
dans la progression du cancer est de plus en plus évidente (Mantovani et al., 2008). 
Aussi, le facteur de transcription NFkB est un coordonnateur clé de l’immunité innée, 
de l’inflammation et s’est récemment avéré un important promoteur de carcinogenèse 
(Karin, 2006). NFkB est activé par plusieurs voies de signalisation telles que les 
cytokines inflammatoires (Tumor Necrosis Factor a  (TNFa), Interleukin-ip (IL-1 P)), 
les lipopolysaccharides (LPS) et les récepteurs des cellules T (TCR). Ces voies 
convergent toutes vers F activation du complexe NEMO/IKKa/IKKp qui phosphoryle 
IkB, la protéine qui séquestre NFkB au cytoplasme. Cette phosphorylation entraîne 
alors la dégradation de IkB, libérant ainsi NFkB, qui peut ensuite entrer au noyau pour 
activer la transcription de ces gènes cibles, notamment impliqués dans l’inflammation, 
mais aussi dans la prolifération cellulaire (Karin, 2006). De plus, la voie NFkB est 
activée par les facteurs de croissance et le sérum (Hinz et al., 1999; Chaturvedi et al., 
2011).
Donc, nous nous sommes intéressés à savoir si l’activation de la voie NFkB 
était requise pour la translocation nucléaire d’E2F4 et l’entrée en phase S des HIEC. 
La Figure 18-A montre que l’inhibition des IKKa/p prévient l’hyperphosphorylation 
de pRb, la synthèse de la cycline D et la dégradation de p27, montrant que l’entrée en 
phase S des HIEC est freinée. Aussi, l’inhibition des IKKa/p empêche la translocation 
nucléaire d ’E2F4 et l’apparition de l’antigène Ki67 induites par le sérum (Figure 18-
B). Ces résultats indiquent donc que la voie NFkB est essentielle à la translocation 
nucléaire d ’E2F4 et à la transition G l/S  des HIEC induites par le sérum.
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Figure 18. La voie NFkB est requise pour la translocation nucléaire d'E2F4 et la 
transition G l/S des HIEC
A) Les HIEC sous-confluentes ont été privées en sérum 48 h, puis restimulées avec 
5% FBS pendant 30 min ou 24 h en présence d ’un prétraitement avec 10 pM IKK 
inhibitor III (ou DMSO) pendant 10 min. Les cellules ont été lysées et les lysats 
clarifiés ont été séparés par gel SDS-PAGE et analysés par immunobuvardage à l’aide 
d’anticorps reconnaissant spécifiquement pRb, cycline D et p27. B) Les HIEC sous- 
confluentes cultivées sur lamelles ont été privées en sérum 48 h, puis restimulées avec 
5% FBS 24 h en présence d ’un prétraitement avec 10 pM IKK inhibitor III (ou 
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Ensuite, nous avons étudié l’impact des cytokines inflammatoires TNFa et IL- 
ip, toutes deux connues pour activer la voie NFkB et favoriser la prolifération et la 
transformation des cellules épithéliales (Karin, 2006). Ainsi, suivant la privation en 
sérum des HIEC, ni l’IL-ip (Figure 19-A) ni le TNFa (à des concentrations entre 0,1 
et 10 ng/ml) (Figure 19-B), seuls ou en combinaison avec l’EGF, ne peuvent induire 
l’entrée en phase S. En effet, il y a absence de l’hyperphosphorylation de pRb, de la 
synthèse des cyclines A et D et de la dégradation de p27 dans les cellules stimulées 
avec l’EGF et IL-ip (ou TNFa) comparativement aux cellules stimulées par le sérum 
(Figure 19). Ces résultats suggèrent que la combinaison de l’EGF avec un facteur pro- 
inflammatoire n’est pas suffisante à induire la transition G l/S des HIEC.
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Figure 19. Ni l'IL-lp ni le TNFa n'induit la transition G l/S des FIIEC
A) Les cellules HIEC sous-confluentes ont été privées en sérum pendant 48 h, puis 
restimulées pour 30 min ou 24 h avec 5% FBS ou 100 ng/ml EGF en présence ou en 
absence de 5 ng/ml IL-ip. Les cellules ont été lysées et les lysats clarifiés ont été 
analysés par immunobuvardage à l’aide d ’anticorps reconnaissant spécifiquement 
pRb, cycline A et p27. B) Les cellules HIEC sous-confluentes ont été privées en 
sérum pendant 48 h, puis restimulées 24 h avec 5% FBS, 100 ng/ml EGF ou 
0,1 ng/ml, 1 ng/ml, 2 ng/ml, 5 ng/ml, 10 ng/ml TNFa en présence ou en absence de 
100 ng/ml EGF. Les cellules ont été lysées et les lysats clarifiés ont été analysés par 
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2. Voies de signalisation qui contrôlent la phosphorylation d’E2F4
2.1 E2F4 est phosphorylé par ERK suivant la stimulation par le sérum
Afin de caractériser les mécanismes de contrôle de la translocation nucléaire 
d’E2F4, son expression a été étudiée minutieusement. Dans les cellules HIEC 
quiescentes, des analyses par gel SDS-PAGE démontrent la présence de trois bandes 
majeures d’E2F4 à environ 60-63 kDa. Cependant, suivant une stimulation de 30 min 
par le sérum, une seule bande de plus haut poids moléculaire est observée, corrélant 
avec l’activation des ERK1/2 (Figure 20-A). Après 4 h de stimulation par le sérum, le 
patron de trois bandes observé dans les cellules non-stimulées est de retour.
Afin de déterminer si cette différence de poids moléculaire était due à des 
phosphorylations, un essai de déphosphorylation par la sérine/thréonine phosphatase 
PP1 a été effectué. Pour ce faire, E2F4 a été immunoprécipité de cellules HIEC 
privées en sérum et stimulées par le sérum pendant 30 min. Les immunocomplexes 
contenant E2F4 ont ensuite été traités avec la phosphatase PP1 pour déphosphoryler 
les résidus sérines et thréonines sur E2F4. Comme le montre la Figure 20-B, E2F4 
immunoprécipité des HIEC contrôles se retrouve sous la forme de trois bandes, tandis 
que dans les cellules stimulées par sérum, une seule bande proéminente est présente. 
Le traitement par la phosphatase PP1 réduit la quantité de la bande de plus haut poids 
moléculaire, suggérant qu’il s’agit de phosphorylations.
Aussi, les niveaux d’expression totaux d’E2F4 ne varient pas significativement 
suivant une stimulation par le sérum (Figure 20-C). Étant donné l’impact de la voie 
MEK/ERK sur la localisation d’E2F4, l’effet du U0126, l’inhibiteur de MEK1/2, sur 
la phosphorylation d’E2F4 a été étudié. Ainsi, l’inhibition de MEK1/2 réduit 
grandement l’expression de la bande proéminente observée suivant la stimulation 
courte par le sérum (Figure 20-C), suggérant l’implication de la signalisation MEK- 
dépendante dans l’induction rapide de la phosphorylation d’E2F4 en réponse au 
sérum.
88
De plus, l’utilisation d’anticorps reconnaissant les sérines phosphorylées 
suggère qu’E2F4 est phosphorylé sur sérines suivant une stimulation par le sérum de 
manière dépendante de MEK (Figure 20-D). Un essai kinase in vitro avec la kinase 
ERK1 recombinante active a confirmé qu’ERKl phosphorylé efficacement HA-E2F4 
immunoprécipité de cellules 293T transfectées (Figure 20-E). Finalement, GST-E2F4 
est aussi phosphorylé directement par ERK1 recombinante active (Figure 20-F). 
L’ensemble de ces résultats indique qu’E2F4 est phosphorylé sur résidus sérines en 
réponse au sérum et de manière dépendante de MEK. Nos résultats suggèrent aussi 
ERK1/2 comme kinases candidates.
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Figure 20. E2F4 est phosphorylé par ERK suivant une stimulation par le sérum
A) Les HIEC sous-confluentes ont été privées en sérum 48 h, puis restimulées avec 
5% FBS pendant 30 min ou 4 h. Phospho-ERKl/2, E2F4 et la fi-actine ont été 
analysés par immunobuvardage. B) E2F4 a été immunoprécipité à partir de cellules 
HIEC privées en sérum et restimulées pendant 30 min avec sérum. Les billes 
contenant les immunocomplexes E2F4 ont ensuite été incubées avec la phosphatase 
PP1 pendant 30 min. Les échantillons ont ensuite été analysés par immunobuvardage 
pour l’expression d’E2F4. C) Les HIEC sous-confluentes ont été privées en sérum 
48 h, puis restimulées avec 5% FBS pendant 30 min en présence d’un prétraitement 
avec 20 pM U0126 (ou DMSO) de 10 min. Phospho-ERKl/2, ERK total, E2F4 (sur 
gel 7,5 ou 10% acrylamide) et la p-actine ont été analysés par immunobuvardage. D) 
E2F4 a été immunoprécipité à partir de HIEC stimulées avec sérum pendant 30 min 
en présence d’un prétraitement avec 20 pM U0126 (ou DMSO) de 10 min. Les 
échantillons ont ensuite été analysés par immunobuvardage avec un anticorps 
reconnaissant les sérines phosphorylées ou E2F4. E) Les cellules 293T ont été 
transfectées avec pCDNA3.1 vecteur vide ou contenant HA-E2F4. Après 48 h, les 
cellules ont été lysées et immunoprécipitées avec un anticorps anti-HA. Les essais 
kinases ont été effectués en incubant des billes liées à E2F4 avec ERK1 recombinante 
active pour 5 min. Les protéines radiomarquées ont ensuite été séparées par gel SDS- 
PAGE et autoradiographiées, puis analysées par immunobuvardage pour E2F4. F) Un 
essai kinase in vitro a été effectué en incubant la protéine recombinante GST-E2F4 
(ou GST seule) avec la kinase ERK1 recombinante active pendant 5 min. Les 
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2.2 E2F4 est phosphorylé sur les S244 et S384
La séquence protéique d’E2F4 contient 7 sites potentiellement phosphorylés 
par ERK (S/T-P, qui est la séquence minimale consensus des MAPKs (Sharrocks et 
al., 2000)) : T14, S202, S218, T224, S244, T248, S384. La mutagénèse dirigée de ces 
sites en alanine (résidu non-phosphorylable) a été effectuée. Comme montré à la 
Figure 21-A, l’expression des différents mutants d’E2F4 dans les cellules 293T 
démontre que le mutant E2F4 S384A présente moins de bandes de hauts poids 
moléculaires en gel SDS-PAGE et le mutant E2F4 S244A, encore moins. Étant donné 
que les différentes bandes d’E2F4 en gel SDS-PAGE sont associées à des 
phosphorylations (Figure 20 et (Beijersbergen et al., 1994)), ces résultats suggèrent 
que les résidus sérines 244 et 384 d’E2F4 sont phosphorylés, potentiellement par 
ERK 1/2. Aussi, la double mutation des résidus S244 et S384 en alanine (DM) abolit 
presque complètement la phosphorylation d’E2F4 (Figure 21-B).
Ensuite, la capacité des ERK 1/2 à phosphoryler E2F4 DM a été déterminée. 
Les cellules 293T ont été transfectées avec MEK1 et ERK1 en plus de HA-E2F4 WT 
ou HA-E2F4 DM. Les ERK1/2 ont été stimulées de deux manières :1- par l’ajout de 
pervanadate, un inhibiteur de tyrosine phosphatases qui inhibe entre autres les « Dual 
Specificity Phosphatase » (DUSP), dont l’action mène à l’inhibition des ERK1/2 
(Huyer et al., 1997); et 2- par l’ajout de PMA, un analogue du diacylglycérol, qui 
permet l’activation physiologique des Protéines Kinases C (PKC), amenant ainsi 
l’activation de RAS et RAF (Rozengurt, 2007).
Comme démontré à la Figure 21-C, la stimulation par le pervanadate ou le 
PMA entraîne la phosphorylation des ERK1/2 de même que celle d ’E2F4, montré par 
l’apparition d’une bande de plus haut poids moléculaire. L’ajout du U0126 prévient 
complètement la phosphorylation des ERK1/2 et d ’E2F4 induite par le PMA, mais ne 
prévient que partiellement celles induites par le pervanadate (Figure 21-C). De plus, 
HA-E2F4 DM est légèrement phosphorylé suivant l’activation des ERK1/2, 
phosphorylation qui est aussi réversible par le U0126, suggérant la présence 
potentielle d’autres sites de phosphorylation par ERK.
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Figure 21. E2F4 est phosphorylé sur les S244 et S384
A) Les cellules 293T ont été transfectées avec pCDNA3.1 vecteur vide ou contenant 
HA-E2F4 WT ou les mutants d’E2F4 dont la sérine ou la thréonine potentiellement 
phosphorylée par ERK1/2 a été substituée par une alanine (T14A, S202A, S218A, 
T224A, S244A, T248A, S384A). Quarante-huit heures suivant la transfection, les 
cellules ont été lysées et les lysats clarifiés ont été analysés par gel SDS-PAGE suivi 
d’un immunobuvardage pour E2F4 et la P-actine. B) Les cellules 293T ont été 
transfectées avec pCDNA3.1 vecteur vide ou contenant HA-E2F4 WT ou le double 
mutant E2F4 S244A, S384A (DM). Quarante-huit heures suivant la transfection, les 
cellules ont été lysées et les lysats clarifiés ont été analysés par gel SDS-PAGE suivi 
d’un immunobuvardage pour E2F4 et la p-actine. C) Les cellules 293T ont été 
transfectées avec pCDNA3.1 vecteur vide ou contenant HA-E2F4 WT ou HA-E2F4 
DM en présence de pECE MEK1 et pECE ERK1. Quarante-huit heures suivant la 
transfection, les cellules ont été stimulées par 0,1 pM PMA ou 50 pM pervanadate 
pendant 30 min en présence d’un prétraitement de 20 pM U0126 (ou DMSO) pendant 
10 min. Les cellules ont ensuite été lysées et les lysats clarifiés ont été analysés par 
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2.3 L ’inhibition des GSK3 est requise pour la phosphorylation d ’E2F4 en réponse au 
sérum
Ensuite, nous nous sommes intéressés à savoir si une stimulation par l’EGF ou 
par le LPA induisait aussi la phosphorylation d’E2F4, vu leur capacité à stimuler la 
signalisation MEK/ERK et leur disparité à induire la translocation nucléaire d ’E2F4 et 
l’entrée en phase S des HIEC (Figure 13). Par conséquent, les HIEC ont été privées en 
sérum et restimulées avec F EGF ou le LPA pendant 30 min. La Figure 22-A démontre 
que l’EGF est insuffisant à induire la phosphorylation d ’E2F4, contrairement au 
sérum et au LPA (Figure 22-B).
Comme démontré à la Figure 13 et la Figure 14, l’EGF induit à court terme 
une activation de la signalisation MEK/ERK similaire à celle induite par le sérum 
mais une inhibition moindre de GSK3P. De plus, le sérum et le LPA (Figure 14) 
induisent tous une importante activation des ERK 1/2 et une inhibition considérable de 
GSK3p à court terme. Ces résultats suggèrent donc que l’inhibition des GSK3 pourrait 
aussi être requise pour la phosphorylation d’E2F4, comme pour sa translocation 
nucléaire et l’entrée en phase S des HIEC.
Afin de valider la nécessité de l’inhibition des GSK3 pour la phosphorylation 
d’E2F4, l’inhibiteur pharmacologique des GSK3a/p (SB216763) a été utilisé. 
Effectivement, suivant une stimulation de 30 min, l’inhibition des GSK3a/p en 
combinaison avec l’EGF entraîne la phosphorylation d’E2F4, contrairement à l’EGF 
ou le SB216763 seul (Figure 22-D). Ces résultats confirment donc que l’inhibition des 
GSK3 est requise pour la phosphorylation d’E2F4, en plus de sa translocation 
nucléaire et de l’entrée en phase S des HIEC.
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Figure 22. L'inhibition des GSK3 est requise pour la phosphorylation d'E2F4
A-B) Les HIEC sous-confluentes ont été privées en sérum pendant 48 h, puis 
restimulées avec 5% FBS, 100 ng/ml EGF (A) ou 10 pM LPA (B) pendant 30 min. 
Les lysats clarifiés ont été séparés sur gel SDS-PAGE 7,5% acrylamide et E2F4 et la 
P-actine ont été analysés par immunobuvardage. C) Les HIEC sous-confluentes ont 
été privées en sérum pendant 48 h, puis restimulées avec 5% FBS, 100 ng/ml EGF ou 
20 pM SB216763 seul ou en prétraitement de 10 min avec 100 ng/ml EGF pendant 
30 min. Les lysats clarifiés ont été séparés sur gel SDS-PAGE 7,5% acrylamide et 
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2.4 GSK3 ne contribue ni à la déstabilisation de la forme phosphorylée d'E2F4 ni à 
l'interaction E2F4/pl30
Nous avons ensuite tenté d’identifier le mécanisme par lequel GSK3 pourrait 
réguler la phosphorylation et la translocation nucléaire d’E2F4. La phosphorylation de 
plusieurs protéines par GSK3 entraîne leur dégradation de manière dépendante du 
protéasome. Notamment, la P-caténine est phosphorylée par GSK3, ce qui entraîne sa 
reconnaissance par une ubiquitine ligase et sa dégradation subséquente par le 
protéasome (Jope and Johnson, 2004).
Aussi, nous avons investigué la possibilité que GSK3 régulerait la stabilité de 
la forme phosphorylée d’E2F4. Pour ce faire, les HIEC ont été privées en sérum 
pendant 48 h, puis restimulées avec EGF en présence ou non de MG132, un inhibiteur 
du protéasome. La Figure 23-A démontre que l’ajout de MG132 ne permet pas 
l’accumulation de formes phosphorylées d’E2F4 suivant une stimulation par l’EGF, 
suggérant qu’il ne s’agit pas du mécanisme par lequel GSK3 régule E2F4 dans ce 
contexte. L’efficacité du MG132 a été validée par la diminution de la dégradation de 
p27 suivant la stimulation par le sérum (donnée non présentée).
Dans les fibroblastes quiescents, GSK3 phosphorylé pl30, ce qui favorise sa 
stabilisation (Litovchick et al., 2004). Aussi, nous nous sommes interrogés à savoir si 
GSK3 pouvait promouvoir l’interaction de p l30 avec E2F4 dans les cellules 
quiescentes, rendant ainsi E2F4 indisponible pour être phosphorylé par ERK. Afin 
d’évaluer cette hypothèse, HA-E2F4 et p l30 ont été transfectés dans les cellules 293T 
en présence ou non de GSK3J3-HA. E2F4 a été immunoprécipité et les niveaux de 
p l 30 associés ont été analysés par gel SDS-PAGE. La Figure 23-B démontre que la 
surexpression de GSK3P ne favorise pas l’association d ’E2F4 avec pl30. Donc, 
GSK3 ne semble pas contrôler l’interaction E2F4/pl30 dans les HIEC quiescentes. 
Par contre, la surexpression de GSK3p entraîne un retard de migration d’E2F4 en gel 
SDS-PAGE (Figure 23-B).
98
Figure 23. GSK3 ne contribue ni à la déstabilisation de la forme phosphorylée 
d’E2F4 ni à l’interaction E2F4/pl30
A) Les cellules HIEC sous-confluentes ont été privées en sérum pendant 48 h, puis 
restimulées avec 5% FBS, 100 ng/ml EGF en présence de 50 pM MG132 (ou 
DMSO). Les cellules ont été lysées et les lysats clarifiés ont été séparés sur gel SDS- 
PAGE et analysés par immunobuvardage à l’aide d ’anticorps spécifiques 
reconnaissant E2F4 et la P-actine. B) Les cellules 293T ont été transfectées avec 
pCDNA3.1 HA-E2F4 WT, pCDNAl pl30  en présence de pCDNA3-neo GSK3p-HA 
(ou vecteur vide). Quarante-huit heures suivant la transfection, les cellules ont été 
lysées et E2F4 a été immunoprécipité des lysats clarifiés. Les immunocomplexes ont 
ensuite été séparés sur gel SDS-PAGE et les quantités d’E2F4 et de p l 30 y étant 
associées ont été analysées par immunobuvardage (gauche). L’expression d’E2F4, de 


























2.5 GSK3 entraîne la phosphorylation d ’E2F4
Par ailleurs, nous avons évalué la possibilité que le mécanisme par lequel 
GSK3 contrôlerait E2F4 serait par sa capacité à le phosphoryler directement. 
Effectivement, GSK3P interagit avec E2F4 dans les cellules HIEC quiescentes et cette 
interaction diminue après une stimulation par le sérum de 30 min (Figure 24-A). De 
plus, les cellules 293T transfectées avec HA-E2F4 WT et traitées avec l’inhibiteur de 
GSK3 SB216763 montrent une diminution de la phosphorylation d ’E2F4 (Figure 24-
B). La coexpression de GSK3p et HA-E2F4 WT dans les cellules 293T entraîne la 
phosphorylation d’E2F4, montrée par l’accumulation d’une forme de plus haut poids 
moléculaire (Figure 24-C). Ces résultats suggèrent qu’en plus d’être phosphorylé par 
ERK, E2F4 serait aussi phosphorylé par GSK3 dans certaines circonstances.
L’analyse de la séquence protéique d ’E2F4 par le logiciel Scansite du 
Massachusetts Institute o f Technology (MIT) a mis en évidence la haute probabilité 
de la présence d’un site de phosphorylation par GSK3 : la T224. Aussi, dans les 
HIEC, l’expression d’un mutant E2F4 T224A non-phosphorylable entraîne une 
importante augmentation de l’activité transcriptionnelle d ’E2F4 (Figure 24-D). 
Cependant, la transfection de ce mutant dans les cellules 293T suivi d’un traitement 
avec l’inhibiteur de GSK3 SB216763 entraîne toujours une déphosphorylation d’E2F4 
(Figure 24-E), suggérant qu’il existe un ou plusieurs autres sites phosphorylés par 
GSK3.
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Figure 24. GSK3 phosphorylé E2F4
A) GSK3p a été immunoprécipité à partir de cellules HIEC privées en sérum pendant 
48 h et restimulées pendant 30 min avec du sérum. HA a aussi été immunoprécipité à 
partir de cellules HIEC privées en sérum à titre de contrôle négatif. Les échantillons 
ont ensuite été séparés par gel SDS-PAGE et analysés par immunobuvardage pour 
l’expression d’E2F4 et de GSK3p. B-C) Les cellules 293T ont été transfectées avec 
pCDNA3.1 vecteur vide ou contenant HA-E2F4 WT puis traitées avec 20 pM 
SB216763 (ou DMSO) pendant 18 h (B) ou cotransfectées en présence de pCDNA3- 
neo-GSK3p-HA (ou vecteur vide) (C). Quarante-huit heures suivant la transfection, 
les cellules ont été lysées et les lysats clarifiés ont été analysés par gel SDS-PAGE 
suivi d’un immunobuvardage à l’aide d ’anticorps spécifiques reconnaissant E2F4, HA 
(GSK3P) et la P-actine. D) Les HIEC sous-confluentes ont été transfectées avec 
pCDNA3.1 vecteur vide, HA-E2F4 WT ou HA-E2F4 T224A en présence des gènes 
rapporteurs luciférases pE2F-TA-Luc et pRL-SV40 Rénilla de même que 
pCMV DP-2-HA. Quarante-huit heures suivant la transfection, les cellules ont été 
lysées et l’activité luciférase a été mesurée selon les recommandations du protocole du 
Dual-Luciferase® Assay Reporter System (Promega). L’activité luciférase associée à 
E2F4 a été normalisée par rapport à la Rénilla et la condition du vecteur pCDNA3.1 
vide a été fixée à 1. L’induction calculée représente une moyenne de quatre 
expériences indépendantes. **Significatif à p  < 0.01. (Test de t) E) Les cellules 293T 
ont été transfectées avec pCDNA3.1 vecteur vide, HA-E2F4 WT ou HA-E2F4 
T224A. Vingt-quatre heures suivant la transfection, les cellules ont été traitées avec 
20 pM SB216763 pendant 18 h. Les cellules ont été lysées et des analyses par 
immunobuvardage pour E2F4 ont été effectuées.
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2.6 E2F4 est une protéine multiphosphorylèe, entre autres par une/des tyrosine 
kinase(s)
Ensuite, nous avons voulu savoir si toutes les bandes d’E2F4 observées en gel 
SDS-PAGE étaient associées à des phosphorylations dépendantes de ERK ou de 
GSK3. Les cellules 293T ont été transfectées avec HA-E2F4 WT et traitées avec 
l’inhibiteur de MEK1/2, le U0126, en présence ou non de l’inhibiteur des GSK3a/p, le 
SB216763 pendant 24 h. La combinaison des deux inhibiteurs n’entraîne pas la 
disparition complète des formes phosphorylées d’E2F4 (Figure 25-A), suggérant que 
d ’autres kinases sont probablement impliquées dans la régulation d’E2F4.
Étant donné qu’E2F4 est phosphorylé par IKKa/p dans les fibroblastes 
primaires humains (Araki et al., 2008) et que dans les cellules HIEC, l’activation des 
IKKa/p est requise pour la translocation nucléaire d ’E2F4 et l’entrée en phase S, 
l’effet de l’inhibition des IKKa/p sur la phosphorylation d ’E2F4 a été évalué. La 
Figure 25-B montre que l’inhibition des IKKa/p par l’inhibiteur pharmacologique 
IKK inhibitor III n’empêche pas la phosphorylation d’E2F4 induite suivant 30 min de 
stimulation par le sérum.
Aussi, vu l’implication des MAPK/p38a/p dans le contrôle de la localisation 
d ’E2F4, on s’est intéressé à savoir si ces p38 pouvaient phosphoryler E2F4. La Figure 
25-C démontre que l’inhibition des p38a/p par le SB203580 n’a pas d’impact sur la 
phosphorylation d’E2F4 induite par le sérum.
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Par ailleurs, E2F4 immunoprécipité de cellules 293T transfectées avec HA- 
E2F4 WT a été incubé avec la sérine/thréonine/tyrosine phosphatase X, ce qui entraîne 
l’apparition d’une seule bande de plus faible poids moléculaire, confirmant que toutes 
les bandes observées sont des formes phosphorylées d’E2F4 (Figure 25-D).
Finalement, nous avons voulu savoir si E2F4 pouvait aussi être phosphorylé 
sur des résidus tyrosine. E2F4 immunoprécipité de cellules 293T transfectées avec 
HA-E2F4 WT et traitées avec le pervanadate, un inhibiteur de tyrosine phosphatase, a 
donc été analysé. Comme le montre la Figure 25-E, la stimulation par le pervanadate 
entraîne un important retard de migration d’E2F4 en gel SDS-PAGE. L’utilisation 
d’anticorps spécifiques reconnaissant les tyrosines phosphorylées démontrent qu’en 
plus d ’être phosphorylé sur sérine, E2F4 serait aussi phosphorylé sur tyrosine (Figure 
25-E). Ces résultats suggèrent que d ’autres kinases, incluant des tyrosines kinases, 
participeraient à la phosphorylation et donc à la régulation du facteur de transcription 
E2F4.
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Figure 25. E2F4 est une protéine multiphosphorylée, entre autres par une/des tyrosine 
kinase(s)
A) Les cellules 293T ont été transfectées avec pCDNA3.1 vecteur vide ou contenant 
HA-E2F4 WT puis traitées avec 20 pM U0126 et/ou 20 pM SB216763 (ou DMSO) 
pendant 24 h. Quarante-huit heures suivant la transfection, les cellules ont été lysées 
et les lysats clarifiés ont été analysés par gel SDS-PAGE suivi d’un 
immunobuvardage pour E2F4. B-C) Les cellules HIEC ont été privées en sérum 
pendant 48 h et restimulées pendant 30 min ou 24 h avec 5% FBS en présence de 
10 pM IKK inhibitor III (ou DMSO) (B) ou 20 pM SB203580 (inhibiteur de p38a/p) 
(ou DMSO)(C). Les cellules ont été lysées et les échantillons ont ensuite été analysés 
par immunobuvardage pour l’expression d’E2F4. D) E2F4 a été immunoprécipité à 
partir de cellules 293T transfectées avec pCDNA3.1 HA-E2F4 WT puis traité avec la 
sérine/thréonine/tyrosine phosphatase X. Les échantillons ont ensuite été séparés par 
gel SDS-PAGE et analysés par immunobuvardage pour l’expression d’E2F4. E) E2F4 
a été immunoprécipité à partir de cellules 293T qui ont été transfectées avec 
pCDNA3.1 HA-E2F4 WT et traitées avec 50 pM pervanadate pendant 30 min. Les 
échantillons ont ensuite été séparés par gel SDS-PAGE suivi d’un immunobuvardage 
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3. Mécanismes de régulation d’E2F4 dans les cellules cancéreuses colorectales 
humaines
3.1 E2F4 est surexprimé, phosphorylé et localisé au noyau des cellules d'adénomes 
colorectaux humains
Les signalisations dépendantes de MEK/ERK et de GSK3, dont nous avons 
montré l’implication dans la régulation d ’E2F4, sont souvent affectées dans les 
premiers stades de formation de cancers colorectaux étant donné la présence fréquente 
de mutations dans les gènes KRAS/BRAF et APC  respectivement (Takayama et al., 
2006).
Par conséquent, nous avons étudié le statut de la protéine E2F4 dans les 
adénomes colorectaux humains. Comme démontré à la Figure 26-A et B, les 
adénomes présentent une expression significativement plus grande d’E2F4 en 
comparaison avec le tissu bénin adjacent (marge de résection). De plus, tous les tissus 
normaux analysés (M) présentent des formes hypophosphorylées d ’E2F4 (pointe de 
flèche) alors que les échantillons d’adénomes contiennent des formes phosphorylées 
d’E2F4 (flèches) (Figure 26-A).
Des immunohistochimies démontrent que la protéine E2F4 est spécifiquement 
surexprimée au noyau de toutes les cellules épithéliales des adénomes colorectaux 
(Figure 26-C). Cependant, il est localisé au noyau d’uniquement quelques cellules de 
la crypte dans le colon normal (Figure 26-C), présumément des cellules prolifératives 
comme démontré précédemment (Deschênes et al., 2004). Il est à noter que tous les 
adénomes analysés présentent une mutation menant à l’inactivation d ’APC  (exon 15) 
en combinaison avec une mutation activatrice de KRAS (G12D, G13D, Q61H) ou 
BRAF  (V600E). Ces résultats renforcent la corrélation entre la phosphorylation 
d’E2F4, sa localisation nucléaire, de même que sa régulation par les voies de 
signalisation MEK/ERK et GSK3.
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Figure 26. E2F4 est surexprimé, phosphorylé et au noyau des adénomes colorectaux
humains
A-B) L’ expression d’E2F4 et de la P-aetine a été analysée par immunobuvardage dans 
6 paires de spécimens d’adénomes avancés (Marge de résection (M) et adénomes 
primaires (A)). B) L’expression d’E2F4 a été normalisée par rapport à la P-actine, 
puis par rapport à la moyenne des niveaux d’expression d’E2F4 dans les marges de 
résection, résultant en une valeur d’induction. Les quantités relatives d’E2F4 dans les 
adénomes par rapport à leurs échantillons normaux contrôles ont été analysées par un 
Test de t pairé. ** Significatif à pO .O l. C) Une immunohistochimie d ’E2F4 
représentative d’une coupe de tissu d’adénome et sa marge de résection 
correspondante. Les flèches pointent deux des quelques cellules ayant un marquage 
nucléaire d ’E2F4 dans le tissu normal. Barres: 100 pm.
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3.2 E2F4 est exprimé au noyau des cellules cancéreuses colorectales humaines
Afin de mieux comprendre les mécanismes menant à la perte de contrôle du 
facteur de transcription E2F4 dans les adénomes, son expression a été caractérisée 
dans plusieurs extraits de cancers colorectaux humains de même que dans quelques 
lignées cancéreuses colorectales humaines établies. La Figure 27-A démontre 
qu’E2F4 est surexprimé dans cinq échantillons de tumeurs colorectales humaines. 
Aussi, l’analyse de 30 tissus pairés confirme que l’expression d’E2F4 est 
significativement plus grande dans 24/30 tumeurs colorectales humaines 
comparativement à leur tissu sain correspondant (Figure 27-B). Alors qu’E2F4 semble 
être localisé au noyau de quelques cellules de l’épithélium colique normal, 
présumément les cellules prolifératives (Deschenes et al., 2004), E2F4 est fortement 
surexprimé au cytoplasme et au noyau des tumeurs colorectales humaines (Figure 27- 
C).
La Figure 28-A démontre qu’E2F4 est surexprimé dans toutes les lignées 
cellulaires de cancer du côlon avec instabilité des microsatellites (MSI) telles que 
LoVo, DLD-1, HCT116 et SW48 (Heinen et al., 1995; Boyer et al., 1995). Cependant, 
E2F4 est exprimé de manière moindre dans les lignées sans instabilité des 
microsatellites (MSS) telles que COLO205, Caco-2/15 et HT-29, de même que dans 
les cellules épithéliales intestinales normales HIEC. De plus, le statut de 
phosphorylation d’E2F4 varie selon les différentes lignées. Aussi, la plus importante 
surexpression d’E2F4 est observée dans les SW48; nous y reviendrons un peu plus 
loin.
La localisation d’E2F4 a ensuite été analysée dans ces différentes lignées 
cancéreuses colorectales en absence de sérum. Nos résultats démontrent qu’E2F4 est 
fortement exprimé au noyau des cellules cancéreuses colorectales humaines 
(Caco-2/15 (MSS), HCT116 (MSI) et DLD-l(MSI)) et ce, même en absence de 
facteurs de croissance (Figure 28-B). Par contre, dans les cellules cryptales 
intestinales normales HIEC privées en sérum, E2F4 est exprimé majoritairement au 
cytoplasme (Figure 28-B).
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Figure 27. E2F4 est surexprimé dans les tumeurs colorectales humaines
A-B) L’ expression d’E2F4 a été analysée par immunobuvardage dans 30 paires de 
tumeurs colorectales humaines et leur tissu sain correspondant (marge de résection 
(M) et tumeurs primaires (T)), dont cinq sont présentées dans la figure en A. B) 
L’expression d’E2F4 a été normalisée par rapport au Rouge Ponceau, puis par rapport 
à un échantillon contrôle, résultant en une valeur arbitraire. Le Rouge Ponceau a été 
utilisé comme contrôle de charge étant donné la difficulté rencontrée à trouver un 
contrôle adéquat. Les quantités relatives d’E2F4 dans les tumeurs par rapport à leurs 
échantillons normaux contrôles ont été analysées par un Test de t pairé. *** 
Significatif à /?<0.0001. C) Une immunofluorescence d’E2F4 représentative d’une 
coupe de tissu de tumeur colorectale humaine et sa marge de résection 
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Figure 28. E2F4 est surexprimé au noyau des cellules cancéreuses colorectales
humaines
A) Les cellules HIEC, COLO205, Caco-2/15, HT-29, LoVo, DLD-1, HCT116 et 
SW48 sous-confluentes ont été cultivées comme décrit dans la section Matériel et 
Méthodes, puis ont été lysées. Les lysats clarifiés ont été séparés sur gel SDS-PAGE 
et analysés par immunobuvardage à l’aide d’anticorps spécifiques reconnaissant E2F4 
et la (3-actine. B) Les cellules HIEC, DLD-1, Caco-2/15 et HCT116 sous-confluentes 
ont été cultivées sur lamelles et ont été privées en sérum pendant 24 h. Les cellules 
ont ensuite été fixées avec la paraformaldéhyde et perméabilisées avec 




A0 A ' > x V  .A
*üi> 4Nt>








3.3 La localisation nucléaire d'E2F4 dans les cellules cancéreuses colorectales
humaines n ’est pas dépendante de l ’activation de MEK
Ensuite, nous avons évalué si la localisation nucléaire d ’E2F4 était également 
dépendante de l’activation du sentier MEK/ERK dans les cellules cancéreuses 
colorectales humaines, comme observé dans les HIEC. C’est pourquoi les DLD-1 
(MSI), HCT116 (MSI) et Caco-2/15 (MSS) ont été traitées avec le U0126, un 
inhibiteur spécifique de MEK1/2. Comme le démontre la Figure 29, l’inhibition de 
MEK n’a aucun impact sur la localisation nucléaire d ’E2F4 dans ces cellules. Ces 
résultats suggèrent donc que dans les cellules cancéreuses colorectales humaines, les 
mécanismes contrôlant la localisation d’E2F4 sont altérés. Aussi, ceci suggère que 
d ’autres mécanismes permettent alors une localisation nucléaire maintenue d’E2F4.
Figure 29. La localisation nucléaire d'E2F4 dans les cellules cancéreuses colorectales 
humaines ne dépend pas de l'activation de MEK
Les cellules DLD-1, HCT116 et Caco-2/15 sous-confluentes ont été cultivées sur 
lamelles et traitées avec 40 pM U0126 (ou DMSO) pendant 16 h. Les cellules ont été 
fixées avec la paraformaldéhyde et perméabilisées avec 0,1% Triton X-100 pour 
ensuite être analysées par immunofluorescence pour E2F4.
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3.4 L ’addition ou le retrait d ’un seul résidu sérine du microsatellite d ’E2F4
augmente sa stabilité
Étant donné la disparité entre les niveaux d’expression d’E2F4 dans les lignées 
MSS et MSI, le premier facteur pouvant possiblement influencer la régulation d’E2F4 
à être étudié a été l’altération du microsatellite de treize sérines consécutives 
(répétitions CAG) dans la séquence d ’E2F4 (Sardet et al., 1995). En effet, des 
mutations d ’E2F4 dans cette série de sérines spécifique ont été répertoriées dans 
certains cancers colorectaux avec instabilité des microsatellites (Souza et al., 1997; 
Yoshitaka et al., 1996; Moriyama et al., 2002).
Puisque Yoshitaka et al. et Ikeda et al. rapportent que les mutations les plus 
fréquentes d’E2F4 sont l’addition ou le retrait d ’un seul résidu sérine, nous avons 
généré et caractérisé ces mutants spécifiquement (Yoshitaka et al., 1996; Ikeda et al., 
1998). Pour ce faire, les mutants HA-E2F4(Ser)i2 et HA-E2F4(Ser)i4 ont été générés 
et transfectés avec HA-E2F4 WT dans les cellules 293T selon les mêmes conditions. 
Comme démontré à la Figure 30-A, les mutants HA-E2F4(Ser)i2 et HA-E2F4(Ser)i4 
sont exprimés plus fortement que HA-E2F4 WT.
Afin d’établir si cette augmentation d’expression protéique était due à une 
transcription accrue, les niveaux d’ARNm d’E2F4 WT, E2F4(Ser)i2 et E2F4(Ser)i4 
ont été quantifiés par PCR semi-quantitatif. La Figure 30-B démontre que les 
quantités d ’ARNm des mutants d ’E2F4 sont similaires à la quantité d’ARNm d’E2F4 
WT.
Étant donné que la transcription des mutants E2F4(Ser)i2et E2F4(Ser)u n’était 
pas modulée et que la stabilité protéique des facteurs de transcription E2F est bien 
connue pour être régulée étroitement (Hateboer et al., 1996; Marti et al., 1999; 
Martelli et al., 2001; Ivanova et al., 2006), nous avons ensuite investigué l’effet des 
mutations d ’E2F4 sur sa stabilité.
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Les cellules 293T ont donc été transfectées avec HA-E2F4 WT, HA- 
E2F4(Ser)i2 ou HA-E2F4(Ser)i4 puis traitées avec la cycloheximide pour inhiber la 
synthèse protéique. Comme démontré à la Figure 30-A, avant le traitement à la 
cycloheximide, les niveaux d’expression des mutants E2F4(Ser)i2 et E2F4(Ser)i4 
étaient supérieurs à ceux d’E2F4 WT (Figure 30-C). Aussi, lorsque la cycloheximide 
a été ajoutée, les niveaux d’expression d’E2F4(Ser)i2 et d’E2F4(Ser)i4 ont diminué 
beaucoup plus lentement que ceux d’E2F4 WT (Figure 30-C et D pour l’analyse 
densitométrique). Spécifiquement, 3 h suivant l’ajout de cycloheximide, les niveaux 
protéiques d’E2F4 WT ont drastiquement diminués alors que ceux d’E2F4(Ser)i2 et 
d ’E2F4(Ser)i4 étaient toujours au niveau de départ. De plus, la demi-vie d’E2F4 WT 
est de 6 h alors que celle d’E2F4(Ser)i2 est de 16h et celle d’E2F4(Ser)i4 est de 13h. 
Ces résultats suggèrent qu’E2F4(Ser)i2 et E2F4(Ser)i4 ont une meilleure stabilité 
qu’E2F4 WT.
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Figure 30. L'addition ou le retrait d'un seul résidu sérine du microsatellite d'E2F4
augmente sa stabilité
Les cellules 293T ont été cotransfectées avec le vecteur pLVX-Tight-Puro vide ou 
contenant HA-E2F4 WT, HA-E2F4(Ser)i2, ou HA-E2F4(Ser)i4 ainsi que pLVX-Tet- 
Off en absence de tétracycline. A) Quarante-huit heures suivant la transfection, les 
cellules ont été lysées et les lysats clarifiés ont été analysés par gel SDS-PAGE suivi 
d’un immunobuvardage à l’aide d’anticorps spécifiques reconnaissant E2F4 et la P- 
actine. B) Quarante-huit heures suivant la transfection, les cellules ont été lysées selon 
le protocole de QIAGEN RNeasy afin de récolter les ARNs. Les ARNms d’E2F4 et 
de RPLPO ont été quantifiés comme il a été décrit dans la section Matériel et 
Méthodes. C) Quarante-huit heures suivant la transfection, les cellules ont été traitées 
avec la cycloheximide (10 pg/ml) et récoltées après Oh, 1 h, 3 h, 6 h ou 12 h pour 
ensuite être toutes lysées en même temps. Les lysats clarifiés ont été analysés par gel 
SDS-PAGE suivi d’un immunobuvardage à l’aide d’anticorps reconnaissant 
spécifiquement E2F4 et la (3-actine. D) Le graphique représente l’analyse 
densitométrique des immunobuvardages présentés en C. Le niveau d ’expression 
d’E2F4 au temps Oh (sans cycloheximide) a été fixé à 100%. L’expression relative 
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3.5 Les mutations stabilisatrices d'E2F4 augmentent son activité transcriptionnelle
Etant donné que l’addition ou le retrait d ’un seul résidu sérine du 
microsatellite d’E2F4 cause une importante augmentation de sa stabilité, nous avons 
ensuite évalué les conséquences sur son activité transcriptionnelle. Les cellules 293T 
ont été cotransfectées avec le gène rapporteur luciférase pE2F-TA-Luc et HA-E2F4 
WT, HA-E2F4(Ser)i2 ou E2F4(Ser)i4. Le partenaire de dimérisation DP-2 a aussi été 
ajouté à chacune des conditions afin de promouvoir l’activité transcriptionnelle 
d’E2F4 (Magae et al., 1996). Les essais luciférases ont démontré que l’activité 
transcriptionnelle des mutants E2F4(Ser)i2 et E2F4(Ser)i4 était significativement plus 
grande que celle d’E2F4 WT (Figure 31-A). Par conséquent, l’augmentation de 
l’expression d’E2F4(Ser)i2 et d ’E2F4(Ser)i4 est aussi associée à une augmentation de 
l’activité transcriptionnelle.
Ensuite, nous avons davantage investigué les causes de l’augmentation de 
stabilité et d ’activité transcriptionnelle des mutants. Plusieurs publications montrent 
que l’association d’un facteur de transcription E2F avec une protéine «pocket» le 
protège contre la dégradation (Hateboer et al., 1996; Hofmann et al., 1996; Martelli 
and Livingston, 1999). Pour cette raison, nous avons exploré cette possibilité en 
analysant l’impact des mutations d ’E2F4 sur son association avec la protéine 
«pocket» pl30/RBL2, qui est connue pour stabiliser E2F4 spécifiquement (Hateboer 
et al., 1996). Les cellules 293T ont été cotransfectées avec p l30  et HA-E2F4 WT, 
HA-E2F4(Ser)i2 ou HA-E2F4(Ser)i4. E2F4 a ensuite été immunoprécipité et p l30  y 
étant associé a été analysé par immunobuvardage. Comme montré à la Figure 31 -B, 
l’association d’E2F4(Ser)i2 ou d’E2F4(Ser)i4 avec pl30  n’est pas affectée 
comparativement à E2F4 WT, suggérant que l’augmentation de stabilité des mutants 
n ’est pas due à une augmentation de l’association avec pl30/RBL2.
Plusieurs protéines du cycle cellulaire sont transportées au cytoplasme avant 
d’être dégradées (ex. cycline D1 (Diehl et al., 1998) et p27Kipl (Tomoda et al., 1999)). 
Ainsi, Martelli et al. ont suggéré que les facteurs de transcription E2F seraient aussi 
dégradés au cytoplasme (Martelli et al., 2001). Nous avons donc émis l’hypothèse
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qu’E2F4(Ser)i2 et E2F4(Ser)i4 seraient plus associés à DP-2, qui est bien connu pour 
promouvoir la localisation nucléaire d’E2F4 (Magae et al., 1996). Par conséquent, ils 
éviteraient la dégradation au cytoplasme, ce qui contribuerait à leur stabilité accrue.
Afin de valider cette hypothèse, E2F4 a été immunoprécipité à partir de 
cellules 293T transfectées avec DP-2 et HA-E2F4 WT, HA-E2F4(Ser)i2 ou HA- 
E2F4(Ser)i4. Les niveaux de DP-2 associés à E2F4 ont été analysés. Nous n’avons 
observé aucune différence d’association à DP-2 entre E2F4 WT et les mutants (Figure 
31-C). Nos résultats suggèrent alors que ni l’association avec pl30/RBL2 ni celle 
avec DP-2 ne sont responsables pour l’augmentation de la stabilité des mutants 
E2F4(Ser)i2 et E2F4(Ser)l4.
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Figure 31. Les mutations stabilisatrices d’E2F4 augmentent son activité
transcriptionnelle
A) Les cellules 293T ont été cotransfectées avec le vecteur pLVX-Tight-Puro vide ou 
contenant HA-E2F4 WT, HA-E2F4(Ser)i2 ou HA-E2F4(Ser)i4 ainsi que pLVX-Tet- 
Off, pCMV DP-2-HA et des gènes rapporteurs luciférases pE2F-TA-Luc et pRL- 
SV40 Rénilla en absence de tétracycline. Quarante-huit heures suivant la transfection, 
les cellules ont été lysées et l ’activité luciférase a été mesurée selon les
recommandations du protocole du Dual-Luciferase® Assay Reporter System 
(Promega). L’activité luciférase associée à E2F4 a été normalisée par rapport à la 
Rénilla et la condition du vecteur pLVX-Tight-Puro vide a été fixée à 1. L’induction 
calculée représente une moyenne de trois expériences indépendantes. **Significatif à 
(p  < 0.01). * Significatif à (p < 0.05). (Test de t) B-C) Les cellules 293T ont été 
cotransfectées avec le vecteur pLVX-Tight-Puro vide ou contenant HA-E2F4 WT, 
HA-E2F4(Ser),2 ou HA-E2F4(Ser)i4 ainsi que pLVX-Tet-Off et pCDNAl pl30  (B) 
ou pCMV DP-2-HA (C) en absence de tétracycline. Quarante-huit heures suivant la 
transfection, les cellules ont été lysées et E2F4 a été immunoprécipité des lysats 
clarifiés. Les immunocomplexes ont été séparés sur gel SDS-PAGE et des
immunobuvardages ont été effectués à l’aide d’anticorps reconnaissant



























3.6 Dans les SW48, le microsatellite d'E2F4 comprend un résidu sérine de moins, ce
qui augmente sa stabilité
Comme démontré à la Figure 28, la plus importante surexpression d’E2F4 
dans les différentes lignées cancéreuses colorectales humaines a été observée dans les 
SW48, une lignée avec instabilité des microsatellites. Aussi, l’analyse du 
microsatellite d’E2F4 dans chacune des lignées cellulaires par le Laboratoire de 
génomique fonctionnelle de l’Université de Sherbrooke a révélé la délétion d’un 
trinucléotide CAG dans le microsatellite d ’E2F4 dans les SW48 par la technique 
d ’électrophorèse microcapillaire à haute résolution à l’aide de contrôles d ’ADN 
plasmidiques ayant 12, 13 ou 14 répétitions CAG (pLVX-Tight-Puro E2F4 (Ser)i2 , 
E2F4 WT et E2F4(Ser)]4 respectivement). Cette délétion d ’un trinucléotide CAG 
amène donc la délétion d’un résidu sérine dans la séquence protéique d’E2F4 dans les 
SW48.
Afin de valider l’effet stabilisateur observé chez les mutants recombinants, la 
stabilité d’E2F4 endogène a été déterminée dans les cellules SW48 comparativement 
aux cellules Caco-2/15, qui elles ne présentent pas de mutation dans le microsatellite 
d ’E2F4. Les SW48 et Caco-2/15 ont donc été traitées avec la cycloheximide pour 
inhiber la synthèse protéique. En absence de cycloheximide, le niveau d’expression 
d’E2F4 est supérieur dans les SW48 comparativement aux Caco-2/15 (Figure 32-A). 
Aussi, quand la cycloheximide a été ajoutée, le niveau d’expression d’E2F4 a diminué 
plus rapidement dans les Caco-2/15 que dans les SW48 (Figure 32-A-B). 
Spécifiquement, la demi-vie d’E2F4 dans les Caco-2/15 est de 10 h alors que dans les 
SW48, elle est de 70 h (Figure 32-A-B). Ces résultats confirment que la délétion d’un 
résidu sérine dans le microsatellite d ’E2F4 entraîne une augmentation de sa stabilité et 
de son expression protéique.
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Figure 32. Dans les SW48, le microsatellite d'E2F4 comprend un résidu sérine de 
moins, ce qui augmente la stabilité d’E2F4
A) Les cellules Caco-2/15 et SW48 sous-confluentes ont été traitées avec la 
cycloheximide (10 pg/ml) et récoltées après 0 h, 3 h, 6 h, 12 h, 24 h ou 48 h pour 
ensuite être toutes lysées en même temps. Les lysats clarifiés ont été analysés par gel 
SDS-PAGE suivi d’un immunobuvardage à l’aide d’anticorps reconnaissant 
spécifiquement E2F4 et la P-actine. B) Le graphique représente l’analyse 
densitométrique des données présentées en A. Le niveau d’expression d’E2F4 au 
temps 0 h (sans cycloheximide) a été fixé à 100%. L’expression relative d’E2F4 a été 
calculée en utilisant la P-actine comme référence.
A
Caco-2/15 SW48









0h 3h 6h 12h 24h 48h
Cycloheximide (heures)
127
3.7 Une petite forme de DP-2 est surexprimée dans les cancers colorectaux
Dans le but d’identifier les mécanismes entraînant la localisation nucléaire 
soutenue d’E2F4 dans les cellules cancéreuses colorectales humaines, nous avons 
caractérisé l’expression de DP-2, le partenaire de dimérisation d’E2F4 reconnu pour 
sa capacité à conduire E2F4 au noyau (Lindeman et al., 1997; Verona et al., 1997; 
Magae et al., 1996; Puri et al., 1998). La Figure 33-A montre que dans les HIEC, 
DP-2 est exprimé sous deux formes : une protéine d’environ 66 kDa (DP-266) et une 
d’environ 40 kDa (DP-240). Cependant, dans les cellules cancéreuses (Caco-2/15, 
DLD-1, HT-29 et SW480), DP-266 a un poids moléculaire légèrement plus faible et 
est presqu’absent, alors que DP-240 est fortement surexprimé (Figure 33-A).
Afin de valider la spécificité de DP-266, des siARNs ont été transfectés dans 
les HIEC. Aussi, la bande de 66 kDa observée diminue suivant la transfection des 
HIEC avec le siARN, suggérant qu’il s’agit bien d’une forme spécifique de DP-2 
(Figure 33-B). De plus, des lentivirus encodant des shARNs dirigés contre DP-2 ont 
été générés et les Caco-2/15 ont été infectées afin de permettre l’expression stable du 
shARN. La Figure 33-C montre que l’expression de DP-240 diminue avec le shARN, 
suggérant que la forme de 40 kDa est aussi une forme spécifique de DP-2.
L’expression de DP-2 a également été analysée dans cinq échantillons de 
tumeurs colorectales humaines. L’immunobuvardage démontre que, pareillement à ce 
qui est observé dans les lignées cellulaires, DP-240 est surexprimé dans les tumeurs 
comparativement au tissu sain adjacent (Figure 33-D). Aussi, DP-266 est 
principalement exprimé dans les échantillons de tissu sain. Ces résultats indiquent 
qu’une forme courte de DP-2 est surexprimée dans les cellules cancéreuses 
colorectales humaines et pourrait donc contribuer à la dérégulation de la localisation 
d’E2F4 dans ces cellules.
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Figure 33. Une petite forme de DP-2 est surexprimée dans les cancers colorectaux
A) Les cellules HIEC, Caco-2/15, DLD-1, HT-29 et SW480 sous-confluentes ont été 
cultivées et lysées selon les indications de la section Matériel et Méthodes. Les lysats 
clarifiés ont été séparés sur gel SDS-PAGE et ont été analysés par immunobuvardage 
à l’aide d’anticorps reconnaissant DP-2, P-actine et lamine B. B) Les HIEC sous- 
confluentes ont été transfectées avec un mélange des six siARNs dirigés contre DP-2 
(ou si contrôles) selon les indications de la section Matériel et Méthodes. Les cellules 
ont été lysées 48 h suivant la transfection et les niveaux d’expression de DP-2 et de la 
P-actine ont été analysés par immunobuvardage. Il est à noter que DP-240 n’a pas été 
détecté dans cette expérience. C) Les Caco-2/15 ont été infectées avec un lentivirus 
encodant pour un shARN dirigé contre DP-2 (ou un sh contrôle, qui ne cible rien) puis 
sélectionnées avec la blasticidine (5 pg/ml) pendant 10 jours selon les indications de 
la section Matériel et Méthodes. Les niveaux d’expression de DP-2 et de la P-actine 
ont été analysés par immunobuvardage. D) L’expression de DP-2 a été analysée par 
immunobuvardage dans cinq tumeurs colorectales humaines et leur tissu sain adjacent 
de même que dans les cellules HIEC et DLD-1. Le Rouge Ponceau a été utilisé 
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3.8 L ’expression des formes de DP-2 est modulée en fonction du cycle cellulaire des
HIEC
Afin d’évaluer la possibilité qu’une modulation de l’expression de DP-2 
pourrait contribuer au transport d’E2F4 au noyau, l’expression de DP-2 a été analysée 
par immunobuvardage lors de la rentrée dans le cycle cellulaire des HIEC. Aussi, les 
HIEC ont été synchronisées par la privation en sérum, puis restimulées. La Figure 
34 A-B montre que dès 4 h, le niveau d’expression de DP-266 diminue 
significativement et continue de diminuer jusqu’à 24 h alors que DP-240 augmente très 
légèrement dans les premières heures et plus significativement après 24 h de 
stimulation par le sérum. La transition G l/S a été visualisée par 
l’hyperphosphorylation de pRb et la synthèse de la cycline A (Figure 34-A). Ces 
résultats suggèrent que les différentes formes de DP-2 sont modulées en fonction de 
l’état prolifératif des cellules et que la forme courte de DP-2 pourrait jouer un rôle 
dans l’entrée en phase S.
131
Figure 34. L’expression des formes de DP-2 est modulée en fonction du cycle 
cellulaire
A) Les HIEC ont été privées en sérum pendant 48 h, puis restimulées avec 5% FBS 
pour 4 h, 8 h, 14 h ou 24 h. Les cellules ont été lysées et les lysats clarifiés ont été 
analysés par gel SDS-PAGE suivi d ’un immunobuvardage à l’aide d’anticorps 
spécifiques reconnaissant DP-2, pRb, cycline A et P-actine. B) Le graphique illustre 
F analyse densitométrique des données montrées en A. Les niveaux d’expression de 
DP-2 6 et DP-240 au temps 0 h (cellules privées en sérum et non restimulées) ont été 
établis à 100%. Le graphique représente une expérience représentative de trois.
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3.9 DP-240 n 'est pas un produit de clivage de DP-260
En dernier lieu, la possibilité que DP-240 soit un produit de clivage de DP-260 a 
été évaluée. En effet, les Caco-2/15 ont été traitées avec des inhibiteurs 
pharmacologiques de protéases: le MG132, un inhibiteur du protéasome; le E64D, un 
inhibiteur de protéases à cystéine telles la cathepsine et la calpaïne; et le CA074, un 
inhibiteur spécifique de la cathepsine B. Comme montré à la Figure 35, l’inhibition de 
protéases dans les Caco-2/15, qui expriment majoritairement DP-240, n’entraîne pas 
l’apparition de DP-260, suggérant que la petite forme de DP-2 observée dans les 
cellules cancéreuses colorectales humaines n ’est pas un produit de clivage.
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Figure 35. La petite forme DP-240 n'est pas un produit de clivage de DP-260
Les cellules Caco-2/15 sous-confluentes ont été traitées avec 10 pM CA074, 
10 pM E64D ou 50 pM MG132 (ou DMSO) pendant 12 h. Les cellules ont été lysées 
et les lysats clarifiés ont été analysés par gel SDS-PAGE suivi d ’un 
immunobuvardage à l’aide d’anticorps spécifiques reconnaissant DP-2 et la P-actine.






L’épithélium intestinal est en continuel contact avec les substances abrasives 
et toxiques du contenu en digestion, d’où l’importance de son renouvellement rapide 
et continu. Cependant, ce haut taux de prolifération cellulaire accompagné 
d’agressions environnementales augmente par le fait même la possibilité d ’altérations 
génétiques provoquant une hyperprolifération incontrôlée, comme ce qui est observé 
dans les tumeurs colorectales (van der Flier and Clevers, 2009). Par conséquent, les 
mécanismes de prolifération, d ’arrêt de prolifération, de différenciation et de mort 
cellulaire y sont très étroitement régulés. Plusieurs éléments sont donc nécessaires à 
l’accomplissement de la division cellulaire. Parmi ceux-ci, les facteurs de 
transcription E2F sont d ’importants médiateurs de la transition G l/S étant donné leur 
capacité à induire la transcription de gènes régulateurs du cycle cellulaire et plus 
spécifiquement, de la synthèse d’ADN (Polager and Ginsberg, 2008; Sun et al., 
2007a).
Au niveau de l’épithélium intestinal, des études ont montré l’implication 
spécifique d’E2F4 dans le contrôle de l’homéostasie. En effet, la perte d 'E2F4 chez la 
souris entraîne une désorganisation de l’architecture intestinale caractérisée par une 
diminution du nombre de villosités et de cryptes (Rempel et al., 2000) alors que la 
perte d 'E2F1 n ’a pas d ’effet significatif sur l’homéostasie intestinale (Field et al., 
1996). De plus, des travaux précédents du laboratoire ont montré la nécessité de 
l’expression d’E2F4 pour l’entrée en phase S et la prolifération des cellules 
épithéliales intestinales normales et cancéreuses (Gameau et al., 2009). D ’autre part, 
la localisation d ’E2F4 est modulée en fonction du cycle cellulaire des cellules 
épithéliales intestinales normales: E2F4 est fortement exprimé au noyau des cellules 
prolifératives de la crypte qui expriment aussi la cycline A et l ’antigène de 
prolifération Ki67, alors qu’il est principalement cytoplasmique dans les cellules 
quiescentes ou différenciées (Gameau et al., 2009; Deschenes et al., 2004). Donc, la 
régulation du facteur de transcription E2F4 constitue possiblement un élément clé 
dans le maintien d’un épithélium intestinal normal.
136
Plusieurs études ont été menées dans le but d’identifier les voies de 
signalisation responsables de la prolifération et de la différenciation des cellules 
épithéliales intestinales. Aussi, les voies Wnt/(l-caténine, RAS/RAF/MAPK et 
PI3K/AKT sont maintenant reconnues comme les principales voies qui promeuvent la 
prolifération des cellules épithéliales de la crypte intestinale (Pinto et al., 2003; Aliaga 
et al., 1999; Sheng et al., 2003).
Dans cette thèse, nous avons démontré la nécessité de l’activation du sentier 
MEK/ERK par le sérum pour l’induction de la localisation nucléaire du facteur de 
transcription E2F4 et la transition G l/S des cellules épithéliales intestinales. Nos 
résultats sont en accord avec d’autres études démontrant l’implication de la 
signalisation MEK/ERK dans la synthèse de l’ADN et la progression du cycle 
cellulaire régulée par pRb, un important médiateur de l’activité des facteurs de 
transcription E2F (Rivard et al., 1999; D'Abaco et al., 2002). Il est à noter que, tout 
comme E2F4 (Deschenes et al., 2004), les formes phosphorylées et actives de ERK1/2 
sont retrouvées au noyau des cellules prolifératives cryptales de l’épithélium intestinal 
fœtal humain (Aliaga et al., 1999).
Une fois au noyau, E2F4 induit la transcription de plusieurs gènes 
responsables de la transition G l/S tels la thymidine kinase, la dihydrofolate réductase, 
la cycline A et la cycline E, tous des gènes sous-exprimés suivant la diminution 
d’expression d’E2F4 dans les cellules épithéliales intestinales (Gameau et al., 2009). 
Nos résultats suggèrent donc que le contrôle de la localisation d ’E2F4 par ERK 
pourrait être un des moyens par lesquels ERK favorise la progression du cycle des 
cellules épithéliales intestinales.
Une découverte intrigante de cette thèse est que la stimulation par l’EGF n’est 
pas suffisante à induire la transition G l/S des cellules épithéliales intestinales non- 
immortalisées humaines. Ces résultats sont en désaccord avec ce qui est observé dans 
les cellules épithéliales intestinales immortalisées de rat (IEC-6) dans lesquelles 
l’EGF induit la réplication de l’ADN et la prolifération (Rivard et al., 1999). De plus, 
plusieurs études mettent en évidence l’effet prolifératif de l’EGF sur des cultures
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organotypiques d’épithélium intestinal fœtal humain. Cependant, ces études 
n’excluent pas la contribution d’autres facteurs épithéliaux et mésenchymateux 
pouvant favoriser cet effet (Challacombe and Wheeler, 1991; Thomas et al., 1994; 
Gasslander et al., 1997).
Dans plusieurs types cellulaires, y compris les cellules IEC-6, l’EGF induit la 
réplication de l’ADN de manière dépendante de la signalisation MEK/ERK (Rivard et 
al., 1999; Sheng et al., 2006). De façon intéressante, nous démontrons que malgré 
l’activation rapide des ERK1/2 par l’EGF, qui est similaire à celle induite par le sérum 
et le LPA, ceci n’est pas suffisant à induire l’entrée en phase S des HIEC. D’ailleurs, 
le LPA induit une activation des ERK1/2 plus faible que le sérum et entraîne tout de 
même la translocation nucléaire d’E2F4 et la transition G l/S des HIEC, suggérant 
l’implication d’autres voies de signalisation.
L’inaptitude de l’EGF à induire la réplication de l’ADN dans les HIEC 
pourrait être expliquée par son incapacité à induire la phosphorylation soutenue 
d’AKT. En effet, l’activation d’AKT est reconnue pour être requise pour la 
progression en G1 de même que pour l’entrée en phase S de plusieurs types cellulaires 
(Altomare and Testa, 2005) incluant les cellules épithéliales intestinales (Sheng et al.,
2003).
Plusieurs hypothèses peuvent expliquer pourquoi l’EGF seul est insuffisant à 
induire une activation forte et soutenue d’AKT dans les HIEC. Premièrement, le type 
de protéine RAS qui est préférentiellement activée par le récepteur de l’EGF dans les 
HIEC, c.-à-d. H-RAS ou K-RAS peut influencer l’activation d’AKT (Omerovic et al., 
2007; Rosseland et al., 2008). En effet, plusieurs études indiquent que H-RAS active 
la voie PI3K/AKT de manière plus efficace que K-RAS, qui lui, active 
préférentiellement la voie RAF/MEK/ERK (Rosseland et al., 2008; Voice et al., 1999; 
Yan et al., 1998). Très peu d’information est connue sur la spécificité d ’activation des 
différents isoformes de RAS par l’EGF (Ehrhardt et al., 2004). Aussi, il serait donc 
très intéressant de déterminer les isoformes de RAS spécifiquement activés suivant
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une stimulation par l’EGF dans les HIEC, afin de déterminer si cette hypothèse 
pourrait expliquer cette faible et courte activation d’AKT observée.
Deuxièmement, dans le cancer colorectal, l’activation de la voie 
Rho/Rho-kinase inhibe la capacité de l’EGF à activer AKT, mais pas ERK1/2 
(Nakashima et al., 2010). Par conséquent, il serait intéressant d’évaluer l’impact de 
l’inhibition de la voie Rho/Rho-kinase suivant une stimulation par l’EGF afin d’en 
évaluer les conséquences sur la phosphorylation d ’AKT et l’entrée en phase S des 
HIEC. Finalement, Erk5 est nécessaire à l’activation soutenue d’AKT par le PDGF 
dans les cellules endothéliales (Lennartsson et al., 2010). Donc, il serait intéressant 
d ’évaluer si l’EGF stimule ERK5 dans les HIEC, ce qui pourrait aussi expliquer 
pourquoi l’EGF n’entraîne pas une stimulation soutenue d’AKT dans ces cellules. Par 
conséquent, davantage d’études sont requises afin de vérifier si ces différentes 
hypothèses peuvent expliquer pourquoi l’EGF n ’induit pas une activation soutenue 
d’AKT dans les cellules épithéliales intestinales humaines.
Par ailleurs, nos résultats indiquent que le LPA est un important facteur de 
croissance du sérum pour les HIEC. De fait, à lui seul, il induit la translocation 
nucléaire d ’E2F4 et l’entrée en phase S. Le contrôle d’E2F4 par le LPA s’ajoute aux 
mécanismes par lesquels le LPA favorise la prolifération des cellules épithéliales 
intestinales tels que l’inhibition de la GSK3P qui entraîne la stabilisation de la 
P-caténine, une protéine clé de la prolifération intestinale (Yang et al., 2005) et 
l’induction du Krüppel-like-factor 5 (KLF5) (Zhang et al., 2007), un facteur de 
transcription induit dans les cellules prolifératives de la crypte intestinale et qui y 
promeut la prolifération (Conkright et al., 1999; Sun et al., 2001).
Aussi, on pourrait émettre l’hypothèse qu’en plus d’activer la transcription de 
la thymidine kinase, la dihydrofolate réductase, la cycline A et la cycline E  (Gameau 
et al., 2009), E2F4 favoriserait aussi celle de KLF5, contribuant ainsi à la prolifération 
des cellules épithéliales intestinales. En effet, selon le logiciel Matlnspector de 
Genomatix, le promoteur de KLF5 contient plusieurs sites de liaison pour les facteurs 
de transcription E2F, suggérant qu’il puisse être régulé de cette manière.
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Nos résultats suggèrent aussi que la phosphorylation et l’inhibition de GSK3 
jouent un rôle important dans la translocation nucléaire d ’E2F4 et la prolifération des 
HIEC. En effet, le sérum et le LPA, mais pas l’EGF, inactivent GSK3P comme ce qui 
est visualisé par la phosphorylation soutenue de la sérine 9, présumément amenée par 
AKT ou les PKCs (Jope and Johnson, 2004). Aussi, suivant l’inhibition des GSK3a/p 
par l’inhibiteur pharmacologique, l’EGF induit l’hyperphosphorylation de pRb, la 
synthèse de la cycline D, la dégradation de p27 de même que la translocation 
nucléaire d’E2F4. De manière similaire, le FGF9 induit une faible 
hyperphosphorylation de pRb, mais nécessite une inhibition des GSK3 additionnelle 
afin de permettre l’entrée en phase S des HIEC. D ’ailleurs, d ’autres études démontrent 
aussi que l’inhibition des GSK3a/p par le SB216763 promeut davantage la 
prolifération induite par des facteurs de croissance (Gosens et al., 2007; Inoue et al.,
2006). En effet, les résultats d’Inoue et al. démontrent la synergie entre l’inhibition 
des GSK3a/p par le SB216763 et le FGF2 sur la prolifération des cellules 
progénitrices de la rétine (Inoue et al., 2006).
Cependant, il est à noter que l’inhibition de GSK3 ne restaure que 
partiellement l’habileté de l’EGF à induire la translocation nucléaire d ’E2F4 et la 
transition G l/S des HIEC comparativement au sérum. Ceci peut facilement 
s’expliquer par le fait que le sérum contient une multitude de facteurs de croissance 
(incluant le LPA) et d’hormones à de hautes concentrations, qui activent plusieurs 
autres voies de signalisation aussi connues pour promouvoir la prolifération telles que 
la signalisation dépendante du calcium et des PKCs (Rozengurt, 2007).
Malheureusement, nos expériences d ’interférence à l’ARN montrent que la 
diminution d’expression de GSK3P ou de GSK3a n’est pas suffisante à mimer 
l’entrée en phase S des HIEC induite par l’inhibiteur pharmacologique SB216763. Il 
serait intéressant d’évaluer l’activité résiduelle de GSK3 suivant la diminution 
d ’expression par shARN par l’analyse de la phosphorylation de la glycogène 
synthase. Ainsi, on pourrait émettre 2 hypothèses pour expliquer ces résultats: 1- 
l’inhibition d ’expression de GSK3a ou GSK3p seule n’est pas assez importante pour
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réduire suffisamment leur activité kinasique endogène; 2- une forte inhibition 
simultanée de l'expression des GSK3a et (3 serait requise pour réguler l’entrée en 
phase S des HIEC. En effet, alors que certaines protéines peuvent être régulées par 
l’une ou l’autre des isoformes de GSK3 spécifiquement, d ’autres sont régulées par les 
deux à la fois, nécessitant la perte d’expression de GSK3a et P afin d’observer un 
impact (Force and Woodgett, 2009). Par exemple, Doble et al. démontrent clairement 
par l’utilisation de cellules souches embryonnaires que GSK3a et p ont une fonction 
redondante dans la voie de signalisation Wnt/p-caténine (Doble et al., 2007). Aussi, 
une étude récente démontre que GSK3a et P peuvent toutes les deux phosphoryler 
efficacement RelA lors de la différenciation chondrocytaire (Itoh et al., 2012). Par 
contre, la perte spécifique de GSK3a ou p a aussi des effets clés mais non redondants 
entre autres sur le métabolisme (Force and Woodgett, 2009). De plus, la perte 
spécifique de GSK3p entraîne la mort embryonnaire alors que la perte de GSK3a 
mène à des souriceaux viables, suggérant qu’il existe des fonctions spécifiques à 
chacune des isoformes (Force and Woodgett, 2009).
Néanmoins, nos résultats suggèrent que GSK3 est actif dans les cellules 
quiescentes de l’épithélium intestinal: il doit ensuite être phosphorylé et inactivé afin 
de permettre la progression du cycle cellulaire des HIEC. L’implication de GSK3 
dans le contrôle de la localisation d ’E2F4 s’ajoute au mécanisme précédemment décrit 
de la régulation d’E2Fl par des phosphorylations de GSK3P, ce qui entraîne 
subséquemment son ubiquitination et sa dégradation, résultant en une diminution de 
son activité transcriptionnelle (Garcia-Alvarez et al., 2007). De plus, GSK3 est bien 
connue pour favoriser la dégradation de plusieurs protéines du cycle cellulaire telles 
que c-myc, la cycline D et la p-caténine (Jope and Johnson, 2004). Aussi, 
l’accumulation de ces substrats de GSK3 est associée à une prolifération intestinale 
accrue et est fréquemment observée dans les cancers colorectaux (Pinto et al., 2003; 
Takayama et al., 2006; Kim and Diehl, 2009; Ruggero, 2009).
Nos résultats suggèrent aussi que l’inhibition de p38a et/ou P serait un élément 
clé dans l’entrée en phase S des HIEC. En effet, l’EGF induit aussi la translocation
141
nucléaire d’E2F4 et l’entrée en phase S des HIEC lorsque p38a/p sont simultanément 
inhibées. Ces résultats sont en accord avec ceux de van Amerongen et al. (2009) qui 
montrent également l’implication de l’inhibition des p38a/p dans l’induction de la 
localisation nucléaire d’E2F4 et la rentrée en phase S des cardiomyocytes néonataux 
de rat stimulés par le FGF1 (van Amerongen et al., 2009; Engel et al., 2005). Nos 
résultats sont aussi en accord avec Frey et al. (2004) qui démontrent que l’inhibition 
des p38a/p dans les cellules épithéliales coliques immortalisées potentialise l’effet 
pro-prolifératif de l’EGF (Frey et al., 2004). La régulation d ’E2F4 par les MAPK/p38 
se joint aux études précédemment publiées inférant la phosphorylation d’E2Fl par les 
MAPK/p38, ce qui entraîne son export du noyau et sa dégradation au cytoplasme 
durant la différenciation des kératinocytes (Ivanova and Dagnino, 2007).
Aussi, plusieurs études démontrent l’implication de p38 dans la suppression de 
la prolifération des cellules normales et cancéreuses de même que dans l’induction de 
la sénescence par un oncogène (Hui et al., 2007b; Hui et al., 2007a; Sun et al., 2007b). 
Ainsi, la délétion de p38a augmente considérablement la tumorigenèse pulmonaire 
induite par l’expression de K-RASG12V, en raison d’une prolifération accrue des 
cellules épithéliales (Ventura et al., 2007). Au niveau de l’épithélium intestinal, les 
formes actives des p38a/p sont retrouvées dans les entérocytes différenciés et 
l’activation de p38a est requise pour leur différenciation (Houde et al., 2001). Par 
ailleurs, alors qu’E2F4 est exprimé au noyau des cellules prolifératives de la crypte, il 
est plutôt exprimé au cytoplasme dans les cellules différenciées (Deschenes et al., 
2004), là où les p38a/p sont actives (Houde et al., 2001). Nous avons donc émis 
l’hypothèse que les p38a/p pourraient être impliquées dans le contrôle de la 
localisation cytoplasmique d’E2F4 dans les entérocytes différenciés, contribuant ainsi 
à l’arrêt de prolifération nécessaire à la différenciation.
Finalement, dans les fibroblastes embryonnaires et les cellules 
hématopoïétiques foetales, la délétion de p38a entraîne une hyperprolifération due à la 
suractivation de la voie JNK (Hui et al., 2007a). Au niveau intestinal, l’activation de 
la voie JNK est nécessaire à l’homéostasie, pour la formation de polypes dans les
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souris APCMin/+ (Nateri et al., 2005) et pour la carcinogenèse colorectale (Sancho et 
al., 2009). Donc, l’inhibition de p38 dans les HIEC pourrait induire l’activation de la 
voie JNK, favorisant ainsi la progression du cycle cellulaire en présence d’EGF. De 
manière intéressante, la perte de GSK3P dans les fibroblastes embryonnaires de souris 
potentialise aussi l’activation de la voie JNK et l’effet mitogénique de l’EGF et du 
LPA (Liu et al., 2004). Ainsi, dans les HIEC, en plus de stabiliser plusieurs protéines 
activatrices du cycle cellulaire et de promouvoir la localisation nucléaire d’E2F4, 
l’inhibition des GSK3a/p par le SB216763 pourrait permettre l’activation de JNK et 
ainsi contribuer à la progression du cycle cellulaire. En somme, l’inhibition des 
GSK3a/p ou des p38a/p pourrait converger vers l’activation de JNK et promouvoir la 
prolifération des HIEC (Figure 36). Effectivement, nos résultats préliminaires 
suggèrent que l’entrée en phase S observée dans les HIEC stimulées par l’EGF en 
combinaison avec l’inhibiteur des GSK3a/p ou des p38a/p nécessite l’activation de la 
voie JNK puisque l’utilisation d’un inhibiteur spécifique de JNK, SP600125, prévient 
l’hyperphosphorylation de pRb (données non présentées). Par conséquent, il serait 
intéressant de déterminer si la co-inhibition des GSK3 et p38 aurait un effet 
synergique ou non, ce qui confirmerait leur action sur une voie de signalisation 
commune.
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Figure 36. Schéma hypothèse de l'entrée en phase S des HIEC
Dans les HIEC quiescentes, la stimulation par l’EGF entraîne l’activation de la 
signalisation MEK/ERK de même qu’une légère activation d ’AKT, qui n ’amène 
qu’une faible et transitoire inhibition de GSK3. Par conséquent, l’EGF est insuffisant 
en soi à induire la translocation nucléaire d’E2F4 et la transition G l/S  des HIEC. 
Toutefois, l’inhibition pharmacologique des GSK3 ou des p38 en combinaison avec 
l’EGF permet ces événements. En plus de son effet sur E2F4, l’inhibition des GSK3 
par le SB216763 pourrait empêcher son impact négatif sur MEKK4 (Abell et al.,






Une découverte intéressante de notre étude est la dépendance de F activation de 
composantes de la voie NFkB par le sérum pour la translocation nucléaire d’E2F4 de 
même que pour l’entrée en phase S des HIEC. Nos résultats sont en partie en accord 
avec ceux d’Araki et al. (2008) qui démontrent que la phosphorylation d’E2F4 par 
IKKa/IKKp entraîne sa localisation nucléaire, toutefois, dans un tout autre contexte 
(Araki et al., 2008). Dans les fibroblastes, le complexe E2F4/pl30 lie davantage 
l’ADN et réprime la transcription de gènes durant l’arrêt de prolifération induit par le 
TNFa. Alors que les mécanismes par lesquels IKKa/IKKp régulent E2F4 dans les 
HIEC restent à être élucidés, nos résultats suggèrent qu’IKKa/IKKP ne phosphorylent 
pas E2F4 suivant une stimulation par le sérum des HIEC.
Par ailleurs, la capacité de la voie NFkB à induire la progression du cycle 
cellulaire est bien connue de la littérature. En effet, NFkB active la transcription de la 
cycline D, favorisant ainsi la phosphorylation des protéines « pocket » et ainsi la 
progression en G1 (Hinz et al., 1999). De plus, l’activation d’IKKa cause la 
dégradation de p27 via l’expression de SCFskp2, une ubiquitine ligase responsable de 
la dégradation de p27 lors de l’entrée en phase S (Schneider et al., 2006). Plusieurs 
études suggèrent l’implication de l’activation de la voie NFkB dans la prolifération 
des cellules épithéliales intestinales entre autres via l’induction de la sécrétion de 
TNFa et d’IL-6 (Seno et al., 2002; Toledo et al., 2004; Grivennikov et al., 2009). Nos 
résultats suggèrent que la localisation nucléaire d’E2F4 pourrait aussi contribuer à la 
prolifération induite par la voie NFkB dans ces cellules.
Alors que certaines études suggèrent que le TNFa induit la prolifération des 
cellules cryptales intestinales immortalisées de rat (Ruemmele et al., 2002), dans les 
HIEC, le TNFa n’induit pas l’entrée en phase S, même en combinaison avec l’EGF. 
Cependant, nos études sont en accord avec d ’autres qui indiquent plutôt un rôle 
antiprolifératif pour le TNFa sur les cellules épithéliales intestinales (Ruemmele et al., 
2002; McElroy et al., 2008). En effet, McElroy et al. (2008) relatent même 
l’internalisation des récepteurs EGF de manière dépendante des MAPK/p38 suivant 
une stimulation par le TNFa (McElroy et al., 2008).
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Aussi, nous avons observé que l’IL-ip n ’induit pas l’entrée en phase S des 
HIEC, même en combinaison avec l’EGF, contrairement aux études antérieures 
démontrant que l’IL -ip promeut la prolifération des cellules épithéliales intestinales 
immortalisées de rat et des cellules cancéreuses colorectales humaines Caco-2 aux 
mêmes concentrations utilisées dans notre étude (Sutherland et al., 1994; Varilek et 
al., 1994). L’incapacité de l’IL-ip et du TNFa à induire la prolifération des HIEC 
peut s’expliquer entre autres par la nature des cellules utilisées, comme ce qui est 
décrit par (Ruemmele et al., 2002) : des cellules non-immortalisées (HIEC), telle que 
nous avons étudié, par rapport à des cellules immortalisées dans lesquelles une 
multitude de changements ont été opérés afin d’obtenir le caractère immortel. De plus, 
les effets positifs de ces cytokines sur la prolifération cellulaire ont souvent été 
observés en présence de sérum (Varilek et al., 1994), donc en présence de plusieurs 
autres facteurs mitogéniques, suggérant alors la participation d ’autres voies de 
signalisation dans l’induction de la prolifération.
Dans cette thèse, nous démontrons aussi que lors de la stimulation par le 
sérum, E2F4 est rapidement phosphorylé sur résidu sérine de manière dépendante de 
MEK. Plusieurs publications dénotent qu’E2F4 est une protéine hyperphosphorylée 
(Beijersbergen et al., 1994; Gaubatz et al., 2001; Ginsberg et al., 1994), mais 
seulement Araki et al. (2008) ont identifié IKKa/p comme kinases phosphorylant 
E2F4 (Araki et al., 2008). Aussi, nous démontrons qu’ERK phosphorylé E2F4 et la 
mutation des sérines S244 et S384, deux sites potentiellement phosphorylés par ERK, 
diminue grandement la phosphorylation d’E2F4. Cependant, un ou plusieurs sites 
phosphorylés par ERK restent encore à être identifiés puisque le mutant d’E2F4 
S244A-S384A est toujours légèrement phosphorylé de manière dépendante de MEK 
suite à une stimulation au pervanadate ou au PMA. Par ailleurs, nos résultats 
démontrent aussi que GSK3 serait une kinase régulatrice importante d ’E2F4. De plus, 
l’analyse de la séquence d’E2F4 par le logiciel NetPhosK suggère que ces sérines 
S244 et S384, qui sont clairement des résidus phosphorylés d’E2F4, sont 
potentiellement phosphorylés par GSK3. Pour l’instant, nos résultats ne nous 
permettent malheureusement pas de déterminer avec certitude si ces résidus sont
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phosphorylés par ERK ou GSK3. Aussi, il serait très intéressant de déterminer 
l’impact de ces phosphorylation sur la localisation d’E2F4, son activitié 
transcriptionnelle et l’entrée en phase S des cellules épithéliales intestinales.
Bien que l’activation de la signalisation MEK/ERK soit requise pour la 
phosphorylation et la translocation nucléaire d’E2F4, la phosphorylation est observée 
seulement 30 min suivant la stimulation en sérum et la translocation nucléaire, 4- 
12 heures après (Deschenes et al., 2004), suggérant la nécessité d’autres événements 
suivant la phosphorylation pour permettre le transport au noyau. Tout d ’abord, la 
phosphorylation d ’E2F4 pourrait permettre son interaction avec une protéine 
possédant un domaine de localisation nucléaire (NLS) et ainsi favoriser sa 
relocalisation au noyau. Aussi, le principal candidat à cet effet serait DP-2, un des 
partenaires de dimérisation d ’E2F4, qui induit sa translocation nucléaire et une 
augmentation de son activité transcriptionnelle dans les fibroblastes et certaines 
cellules cancéreuses (Verona et al., 1997; Magae et al., 1996; Puri et al., 1998).
Par ailleurs, le dimère E2F4/DP-1 pourrait aussi être amené au noyau par Host 
Cell Factor-1 (HCF-1), un coactivateur transcriptionnel requis pour la transition G l/S 
aussi connu pour promouvoir la prolifération des cellules cancéreuses colorectales 
(Parker et al., 2012). En effet, l’infection par Herpes Simplex Virus (E1SV) entraîne 
parallèlement la phosphorylation d’E2F4, ce qui corrèle avec sa localisation nucléaire 
(Olgiate et al., 1999) ainsi que l’activation de HCF-1 (Parker et al., 2012). HCF-1, qui 
possède un NLS, peut aussi interagir avec E2F4 (Knez et al., 2006), suggérant qu’il 
peut servir de transporteur pour amener E2F4 au noyau.
D’autre part, dans les cellules quiescentes, E2F4 pourrait être séquestré par 
une protéine qui le maintiendrait au cytoplasme, l’empêchant ainsi d’activer la 
transcription de ses gènes cibles au noyau. À cet effet, nous avons déjà observé 
qu’E2F4 se localisait au cytosquelette d ’actine dans les cellules HIEC quiescentes 
(données non présentées). D’ailleurs, la localisation de certaines protéines du cycle 
cellulaire (pRb, p l07, cdk2) varie suivant la destruction du cytosquelette d’actine 
(Reshetnikova et al., 2000). En outre, plusieurs publications témoignent de
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l’importance de l’intégrité du cytosquelette d’actine pour la séquestration du facteur 
de transcription p53 au cytoplasme durant la progression du cycle cellulaire (Metcalfe 
et al., 1999; Katsumoto et al., 1995; Takahashi and Suzuki, 1994). Par conséquent, 
E2F4 pourrait être séquestré par le cytosquelette d ’actine durant la quiescence. 
Suivant une stimulation par le sérum, sa phosphorylation entraînerait sa libération du 
cytosquelette et son entrée au noyau.
Puisque l’activation de la signalisation MEK/ERK par l’EGF ne suffit pas à 
induire la pleine phosphorylation d ’E2F4, ce qui corrèle aussi avec l’absence de sa 
translocation nucléaire et de la transition G l/S des HIEC, cela indique l’implication 
d’autres voies de signalisation. En effet, nos résultats démontrent que l’inhibition de 
GSK3a/p permet à l’EGF d’induire ses événements. Aussi, le sérum et le LPA 
induisent l’activation de MEK/ERK et l’inhibition de GSK3P, ce qui corrèle avec la 
phosphorylation d ’E2F4, sa translocation nucléaire et l’entrée en phase S des HIEC.
Ni la stabilisation de la forme phosphorylée d’E2F4 ni l’association d’E2F4 
avec pl30  ne peut cependant expliquer le rôle de GSK3 dans le contrôle d ’E2F4. 
Toutefois, nos résultats suggèrent que GSK3 pourrait phosphoryler E2F4 directement. 
Ainsi, on pourrait croire que la phosphorylation d’E2F4 par GSK3 dans les cellules 
quiescentes le rendrait indisponible à être phosphorylé par ERK. Mentionnons que 
plusieurs études suggèrent que les GSK3 peuvent être localisées au cytosquelette 
d’actine (Li et al., 2007; Eickholt et al., 2002; Jiang et al., 2008), où elles pourraient 
donc phosphoryler E2F4, le maintenant ainsi à l’écart de sa/ses kinase(s) 
activatrice(s). De plus, certaines publications suggèrent que suivant une stimulation 
par le sérum, ERK 1/2 activées lieraient les filaments d’actine et ses protéines 
associées et y phosphoryleraient des composantes (Leinweber et al., 1999; Khalil et 
al., 1995). Ainsi, l’inhibition des GSK3 pourrait permettre la libération d ’E2F4 du 
cytosquelette et sa phosphorylation subséquente par ERK 1/2 directement au 
cytosquelette ou ailleurs dans la cellule.
D’autres kinases importantes pour la prolifération des cellules épithéliales 
intestinales ont été analysées pour leur capacité à phosphoryler E2F4 suivant une
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stimulation par le sérum. JNK et AKT ne semblent pas contribuer à la 
phosphorylation d’E2F4 (données non présentées). Néanmoins, E2F4 semble aussi 
être phosphorylé sur tyrosine dans certains contextes suggérant que des tyrosines 
kinases pourraient aussi être impliquées dans sa régulation. À notre connaissance, 
aucun facteur de transcription E2F n’est connu pour être phosphorylé sur tyrosine. 
Cependant, l’analyse de la séquence d’E2F4 par les logiciels Scansite du MIT et du 
Human Protein Reference Database suggère la présence de site de phosphorylation sur 
tyrosine par l’activité kinase des récepteurs EGF ainsi que les kinases Src et Alk. En 
outre, la kinase Src est connue pour interagir avec E2F1, ce qui promeut son activité 
transcriptionnelle (Birchenall-Roberts et al., 1997). Le site potentiel de 
phosphorylation d’E2F4 par Src (Y59) est d’ailleurs situé dans son domaine de liaison 
à l’ADN, tout près du domaine d’export nucléaire, suggérant qu’il pourrait 
potentiellement influencer sa localisation. Étant donné que Src est une kinase connue 
pour être activée par les facteurs de croissance (Yeatman, 2004), on pourrait alors 
formuler l’hypothèse que la phosphorylation d’E2F4 par Src contribuerait à sa 
translocation nucléaire induite par le sérum. Aussi, la phosphorylation d ’E2F4 sur 
tyrosine s’ajoute aux nombreux modes de régulation de l’activité d’E2F4, renforçant 
ainsi la nécessité de son étroite régulation.
Il est à noter que les voies de signalisation MEK/ERK et GSK3, dont nous 
avons montré l’implication dans la régulation de la phosphorylation et de la 
localisation d’E2F4, sont bien connues pour être impliquées dans l’initiation tumorale 
intestinale (Takayama et al., 2006). Par conséquent, nos résultats suggèrent que la 
localisation nucléaire d ’E2F4 pourrait être un des événements qui initie 
l’hyperprolifération dans l’épithélium intestinal et ainsi, contribuerait à l’initiation de 
la carcinogenèse colorectale. Effectivement, E2F4 pourrait participer à la formation 
accélérée d’adénomes suivant la synergie entre l’activation des voies RAS et APC 
récemment observée par (Luo et al., 2011). D’ailleurs, nos résultats montrent que les 
niveaux d’expression d’E2F4 sont significativement augmentés dans les adénomes 
colorectaux. De plus, dans ces adénomes, E2F4 est principalement localisé au noyau 
et est hyperphosphorylé.
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Nos travaux, ainsi que d’autres, ont aussi montré que l’expression protéique 
d’E2F4 est augmentée et nucléaire dans les cancers colorectaux humains plus avancés 
(Gameau et al., 2009; Mady et al., 2002). De plus, nous avons également rapporté que 
l’expression d’E2F4 est nécessaire à la croissance dépendante et indépendante 
d ’ancrage des cellules cancéreuses colorectales humaines (Gameau et al., 2009). Dans 
l’ensemble, ces résultats suggèrent donc que la perte de contrôle de l’expression et de 
la localisation d’E2F4, et par conséquent de son activité transcriptionnelle, 
contribuent à l’initiation et au maintien du processus tumoral colorectal.
De plus, dans les lignées cancéreuses colorectales humaines, la localisation 
nucléaire d’E2F4 n’est pas dépendante de la voie MEKÆRK, suggérant la présence 
d ’autres mécanismes qui permettent la surexpression et la localisation nucléaire 
maintenues d’E2F4 dans ces cellules. Par ailleurs, quelques études ont rapporté que la 
série de treize sérines consécutives d ’E2F4 retrouvée dans son domaine de 
transactivation est souvent mutée dans les cancers colorectaux avec instabilité des 
microsatellites (Souza et al., 1997; Yoshitaka et al., 1996; Moriyama et al., 2002; 
Ikeda et al., 1998). De manière intéressante, nous avons observé qu’E2F4 est plus 
fortement exprimé dans les lignées cancéreuses colorectales humaines présentant une 
instabilité des microsatellites. Nos résultats démontrent aussi que les mutants d ’E2F4 
les plus fréquemment observés dans les cancers colorectaux, E2F4(Ser)i2 et 
E2F4(Ser)i4, ont une meilleure activité transcriptionnelle. D’après nos résultats, cette 
activité transcriptionnelle accrue résulterait en partie d’une augmentation de la 
stabilité des formes mutantes. En effet, les mutants E2F4(Ser)i2 et E2F4(Ser)i4 sont 
plus fortement exprimés par rapport à E2F4 WT, ce qui pourrait expliquer leur 
meilleure activité transcriptionnelle.
Plusieurs protéines sont connues pour influencer la stabilité des E2Fs, 
notamment DP-2 et pl30, deux partenaires connus d’E2F4 (Hateboer et al., 1996; 
Marti et al., 1999; Hofmann et al., 1996). Cependant, ni l’association avec pl30, ni 
l’association avec DP-2 ne peut expliquer pourquoi ces mutants d’E2F4 sont plus 
stables. Par ailleurs, Marti et al. ont rapporté qu’E2Fl était assujetti à l’ubiquitination
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par le complexe ubiquitine ligase SCFSkp2, ce qui entraîne sa dégradation dépendante 
du protéasome (Marti et al., 1999). Par contre, E2F4 ne possède pas la région située 
en N-terminal d’E2Fl identifiée comme étant responsable de cette interaction. D ’autre 
part, les mutations d’E2F4 pourrait entraver l’interaction de son ARNm avec des 
ARNs interférents puisque ceux-ci sont connus pour réguler l’expression d’E2Fl et 
d’E2F4 dans certains contextes (Yochum et al., 2007; Pickering et al., 2009). Ainsi, 
l’initiation et l’efficacité de traduction de l’ARNm d’E2F4 pourraient être affectées 
(Carthew and Sontheimer, 2009). Finalement, le logiciel Scansite du MIT suppute que 
la S312 d’E2F4, qui se retrouve spécifiquement dans son microsatellite, serait 
phosphorylée par la casein kinase 1 (CK1). La CK1 est une kinase connue pour agir 
sur ses substrats en tant que « priming kinase » de GSK3, donc qui précède la 
phosphorylation par cette dernière, entre autres dans le cas de la p-caténine (Jope and 
Johnson, 2004). Par conséquent, E2F4(Ser)i2 et E2F4(Ser)i4 pourraient être moins 
reconnus par la CK1, ce qui leur permettrait d ’échapper à la phosphorylation de 
GSK3, dont l’action mène communément à la dégradation de ces substrats comme 
pour la P-caténine et la cycline D1 (Jope and Johnson, 2004).
L’augmentation de la stabilité des mutants E2F4 a aussi été confirmée in 
cellulo. En effet, les SW48 expriment un E2F4 dont le microsatellite compte une 
sérine de moins (E2F4(Ser)i2), et qui est plus stable que FE2F4, non muté, exprimé 
dans les Caco-2/15. Aussi, la stabilité accrue d’E2F4 pourrait promouvoir son activité 
transcriptionnelle et ainsi contribuer à la capacité supérieure des SW48 à former des 
tumeurs chez la souris nue (Dunn et al., 2011). D ’ailleurs, les résultats préliminaires 
obtenus par Benjamin Bian suggèrent que la surexpression des mutants E2F4(Ser)i2 
ou E2F4(Ser)i4 dans les DLD-1 favorise la croissance en indépendance d ’ancrage par 
des expériences de croissance en agar mou (données non-présentées).
Aucune information n’est connue sur l’expression, la régulation et le rôle de 
DP-2, le partenaire de dimérisation d ’E2F4, dans l’épithélium intestinal. Nos résultats 
démontrent que DP-2 est exprimé dans l’épithélium intestinal sous différentes formes. 
En effet, les cellules issues de tumeurs colorectales humaines ainsi que celles de
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lignées cancéreuses colorectales humaines établies présentent une surexpression d’une 
forme courte de DP-2 d’environ 40 kDa (DP-240), alors que les cellules normales 
expriment majoritairement une forme de 60 kDa (DP-260). Vu l’absence d’effet des 
inhibiteurs de protéases, nos résultats suggèrent que les différentes formes de DP-2 
observées proviennent d’épissages alternatifs. En effet, cinq ARNms de DP-2 ont été 
répertoriés dont l’épissage alternatif contrôle notamment la présence d’un domaine de 
localisation nucléaire (Rogers et al., 1996; de la Luna et al., 1996). Cependant, la 
banque de données ENSEMBL inventorie l’existence de 29 transcrits différents pour 
le gène de DP-2 humain, compliquant grandement la tâche de l’identification des 
variants spécifiques exprimés. Néanmoins, il serait très intéressant d’effectuer des 
analyses PCR afin d ’identifier les variants exprimés et leurs rôles spécifiques dans le 
contrôle de la localisation d’E2F4 et de l’entrée en phase S des cellules épithéliales 
intestinales normales et cancéreuses.
Les cellules cancéreuses présentent souvent des dérèglements de l’épissage 
alternatif affectant des gènes associés au métabolisme, à la prolifération cellulaire, à la 
résistance à l’apoptose, à l’invasion et à la progression métastatique (David and 
Manley, 2010). Certaines de ces perturbations sont causées par des mutations dites en 
cis, c'est-à-dire dans les sites d’épissage ou leurs éléments de contrôle, tandis que 
d’autres sont provoquées par des changements dans l’expression des protéines 
composant la machinerie d’épissage ou encore la signalisation contrôlant l’épissage 
(David and Manley, 2010). Notamment, la mauvaise régulation de l’épissage 
alternatif des gènes BRCA1, p53 et PTEN est connue pour être impliquée dans la 
formation de cancers du sein (Okumura et al., 2011). De plus, certains cancers 
colorectaux sont associés à des variations d’épissage des ARNms d’APC, un 
régulateur clé de la voie Wnt/p-caténine; de CD44, une glycoprotéine membranaire 
responsable d’interaction cellule-cellule et cellule-matrice; et de MLH1, une 
composante de la machinerie de réparation de l’ADN dont la mutation ou la 
répression par la méthylation de son promoteur contribue à l’instabilité des 
microsatellites (Tazi et al., 2009).
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De manière intéressante, l’expression de la petite forme de DP-2, qui est 
surexprimée dans les cellules cancéreuses colorectales humaines, augmente avec 
l’entrée en phase S des HIEC, suggérant son implication dans la progression du cycle 
cellulaire. D’ailleurs, nos résultats sont en accord avec ceux de van der Sman et al. 
(1999) qui démontrent aussi qu’une petite forme de DP-2 est plus fortement exprimée 
suivant l’entrée en phase S des lymphocytes B stimulés par le PMA (van der Sman et 
al., 1999). Comme ce qui est observé pour DP-2, d’autres épissages sont influencés 
par la présence de facteurs de croissance (Smith et al., 1997; Shifrin and Neel, 1993; 
Fichter et al., 1997). Entre autres, dans les fibroblastes, un certain variant d’épissage 
de la phosphatase PTP-1B est induit suivant la stimulation par des facteurs de 
croissance (Shifrin and Neel, 1993).
Au niveau des cellules épithéliales intestinales, la petite forme de DP-2 induite 
pourrait être responsable de la translocation nucléaire d’E2F4 et contribuer ainsi à la 
transition G l/S. Durant la carcinogénèse colorectale, des altérations dans la 
machinerie d’épissage ou dans les voies de signalisation la contrôlant, pourrait causer 
l’accumulation de la petite forme de DP-2. Dès lors, ce DP-2 accumulé pourrait 
entraîner davantage E2F4 au noyau, contribuant ainsi à l’hyperprolifération.
V- PERSPECTIVES
Cette thèse a élucidé plusieurs éléments régulateurs du facteur de transcription 
E2F4 et du contrôle de l’entrée en phase S des cellules épithéliales intestinales 
normales humaines. Par contre, ces études soulèvent aussi de nombreuses questions 
qui restent à être clarifiées.
En effet, nos résultats démontrent qu’E2F4 est une protéine multiphosphorylée 
par plusieurs kinases dans différents contextes (Figure 37), ce qui assure son étroite 
régulation de même que celle de la prolifération des cellules épithéliales intestinales. 
Premièrement, nos études démontrent l’implication des ERK1/2 dans la 
phosphorylation et la translocation nucléaire d ’E2F4. Aussi, il serait intéressant de 
déterminer le/les sites de phosphorylation spécifiques ainsi que leurs effets sur la 
localisation d’E2F4, son association à DP-2, son activité transcriptionnelle et la 
prolifération des cellules épithéliales intestinales normales et cancéreuses.
Deuxièmement, nos résultats suggèrent qu’E2F4 serait aussi phosphorylé par 
GSK3, potentiellement sur la T224 et que l’inhibition de GSK3 est requise pour la 
translocation nucléaire d’E2F4 et l’entrée en phase S des HIEC. Alors que plusieurs 
candidats peuvent expliquer l’implication de l’inhibition de GSK3 dans le contrôle de 
la transition G l/S, les mécanismes régulant la phosphorylation et la translocation 
nucléaire d’E2F4 induites par le sérum qui impliquent cette kinase restent à être 
élucidés. Comme il a été mentionné précédemment, la nécessité de GSK3 dans le 
maintien d’E2F4 au cytosquelette dans les cellules quiescentes serait une hypothèse 
plausible à évaluer. Aussi, la détermination des sites phosphorylés spécifiquement par 
GSK3 permettrait de caractériser leurs effets sur la localisation d’E2F4, son 
association avec DP-2, son activité transcriptionnelle et la prolifération des cellules 
épithéliales intestinales normales et cancéreuses. De plus, il serait intéressant de 
déterminer si E2F4 est phosphorylé sur tyrosine suivant une stimulation par le sérum, 
par la kinase Src par exemple, et si cette phosphorylation est nécessaire à sa 
translocation nucléaire et à l’entrée en phase S des HIEC.
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Figure 37. Schéma d'E2F4 et ses sites de phosphorylation potentiels
Schéma représentant la séquence protéique d’E2F4 ainsi que ses domaines décrits 
dans l’introduction. Les résidus ayant été documentés pour être phosphorylés sont 
identifiés: T14, S 16, S281, S285 et S384 (haut de la figure) de même que les sites 
potentiellement phosphorylés par ERK1/2 (S/T-P): T14, S202, S218, T224, S244, 
T248, S384 (bas de la figure). Les sites identifiés dans cette étude potentiellement 
régulés par les kinases GSK3 (T224) et ERK1/2 (S244 et S384) dans le contexte des 
cellules épithéliales intestinales de même que la tyrosine identifiée par le logiciel du 
Human Protein Reference Database (Y59) pour être potentiellement phosphorylée par 
Src sont aussi identifiés sur la figure. Le microsatellite de treize sérines du domaine de 
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Parmi les facteurs qui contrôlent la prolifération et la tumorigenèse intestinale 
et qui pourraient donc aussi être impliqués dans la régulation de la localisation 
d ’E2F4, on retrouve notamment la kinase Mirk/DYRKl. En effet, Jin et al. (2009) ont 
démontré que cette kinase est requise pour la sortie de quiescence des cellules 
cancéreuses colorectales humaines (Jin et al., 2009). Par ailleurs, dans les fibroblastes, 
le complexe de sénescence DREAM, duquel E2F4 fait partie, est aussi phosphorylé 
par DYRK1, ce qui est nécessaire à la transition du complexe vers sa forme pro- 
proliférative (Litovchick et al., 2011). Étant donné la divergence de localisation 
d ’E2F4 dans les cellules épithéliales intestinales comparativement aux fibroblastes, la 
caractérisation de l’effet de DYRK1 sur la phosphorylation d ’E2F4, sa translocation 
nucléaire et la sortie de quiescence des HIEC serait très intéressante à étudier.
Par ailleurs, il serait très plausible qu’E2F4 et l’entrée en phase S des HIEC 
soient régulés par la voie de signalisation Notch. En effet, comme décrit dans 
l’introduction, de nombreuses études démontrent l’implication de cette voie de 
signalisation dans la prolifération et dans le maintien de l’homéostasie intestinale (van 
Es et al., 2005; Fre et al., 2005). D’autre part, il aurait aussi été très intéressant de 
caractériser les rôles des voies de signalisation des Hedgehogs (Madison, et al., 2005, 
van Dop, et al., 2009) et des Bone Morphogenetic Proteins (BMPs) (He, et al., 2004, 
Haramis, et al., 2004), qui sont eux aussi impliqués dans le contrôle de l’équilibre de 
prolifération et différenciation de l’épithélium intestinal.
Cette thèse démontre aussi que les mutants d ’E2F4 retrouvés dans les cancers 
colorectaux, E2F4(Ser)i2 et E2F4(Ser)i4, sont exprimés plus fortement et ont une 
meilleure activité transcriptionnelle que la forme sauvage d ’E2F4. Cette augmentation 
d’activité transcriptionnelle serait en partie due à une augmentation de leur stabilité 
protéique. Par contre, il serait d ’une importance primordiale de déterminer l’impact de 
l’expression de ces mutants d ’E2F4 sur sa localisation, son association à DP-2 et 
surtout, sur la prolifération et la transformation potentielle des cellules épithéliales 
intestinales normales humaines (HIEC) ou immortalisées de rat (IEC-6). Par ailleurs, 
il serait pertinent d ’estimer la capacité des ERK1/2 et des GSK3 à phosphoryler les
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mutants d’E2F4 retrouvés dans les cancers colorectaux, E2F4(Ser)12 et E2F4(Ser)14, 
et d ’évaluer l’effet de ces phosphorylations sur leur stabilité. De plus, les cancers 
colorectaux sporadiques présentant une instabilité des microsatellites sont souvent 
associés à une mutation initiatrice de BRAF (V600E) (Boland and Goel, 2010). Aussi, 
afin d ’observer les effets d’une mutation d’E2F4 dans un contexte rappelant 
l’instabilité des microsatellites, il serait intéressant de voir l’effet de l’expression des 
mutants d’E2F4 dans des cellules HIEC ou IEC-6 exprimant l’oncogène BRAFV600E. 
Dans le même ordre d ’idée, l’impact de l’expression de ces mutants dans les lignées 
cancéreuses colorectales humaines selon la présence d ’instabilité des microsatellites et 
de la mutation de BRAF pourrait être très intéressant à analyser.
D’autre part, beaucoup d’informations pourraient être tirées de l’expression 
des formes mutantes d ’E2F4 dans l’épithélium intestinal murin à partir du locus 
spécifique d’E2F4 et ce, par des études de « knock-in », afin de vraiment mimer 
l’impact de l’expression de ces mutants dans le contexte de d’initiation tumorale. Bien 
que nous ayons observé des effets intéressants de ces mutants, il y a fort à parier que 
cette expression seule n’aurait que très peu de conséquences sur l ’homéostasie 
intestinale. Par contre, la combinaison avec une mutation d 'APC  et/ou une mutation 
de BRAF  ou KRAS pourrait produire des impacts très intéressants sur l’induction de la 
formation d’adénomes ou la rapidité de leur progression vers un stade plus malin.
En dernier lieu, les résultats obtenus sur le partenaire de dimérisation d’E2F4, 
DP-2, sont très prometteurs. Cependant, énormément de questions restent à être 
répondues. En effet, il sera important de déterminer l’identité des formes de DP-2 
exprimées dans les cellules prolifératives normales et cancéreuses par rapport aux 
cellules quiescentes. Par la suite, l ’importance de DP-240 dans le contrôle de la 
localisation d ’E2F4 et de l’entrée en phase S des HIEC pourrait être étudiée. 
D’ailleurs, il serait intéressant de voir si les voies de signalisation MEK/ERK et p38, 
qui sont toutes deux connues pour réguler l’épissage alternatif (Shin and Manley,
2004) et dont nous avons montré l’implication dans le contrôle de la localisation 
d’E2F4, influencent l’expression des formes de DP-2 dans les cellules épithéliales
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intestinales. De plus, l’expression de DP-2 dans les adénomes pourrait être évaluée 
compte tenu de l’augmentation d’expression d’E2F4 et de sa localisation nucléaire 
dans ce stade précoce de formation du cancer.
VI- CONCLUSIONS
L’ensemble de cette thèse présente des avancées significatives en regard à la 
compréhension des mécanismes moléculaires contrôlant la prolifération des cellules 
épithéliales intestinales. Nous avons identifié différentes voies de signalisation et 
protéines responsables de la régulation du facteur de transcription E2F4, un facteur clé 
du cycle cellulaire des cellules épithéliales intestinales. En effet, l’activation de la 
signalisation MEK/ERK ainsi que l’inhibition des GSK3 sont requises pour la 
phosphorylation d’E2F4, sa translocation nucléaire et l’entrée en phase S des cellules 
épithéliales intestinales normales. Aussi, plusieurs kinases (ERK, GSK3, tyrosine 
kinase) phosphorylent E2F4 ce qui mène à sa régulation fine selon différents 
contextes.
Le facteur de transcription E2F4 est aussi phosphorylé, surexprimé et localisé 
au noyau des adénomes colorectaux humains portant des mutations inactivatrices 
d 'APC et activatrice de la voie KRAS/BRAF/MEK/ERK renforçant ainsi la 
corrélation entre la phosphorylation d’E2F4 et sa localisation nucléaire. Aussi, la 
localisation nucléaire aberrante d ’E2F4 pourrait contribuer à l’hyperprolifération des 
cellules épithéliales intestinales menant ainsi à l’initiation tumorale dans le côlon.
Nos résultats indiquent aussi que les mutants d ’E2F4 retrouvés dans certains 
cancers colorectaux présentant une instabilité des microsatellites (E2F4(Ser)i2 et 
E2F4(Ser)i4), sont plus fortement exprimés en partie en raison d’une augmentation de 
leur stabilité. L’augmentation de l’activité transcriptionnelle ainsi générée pourrait 
contribuer à la transcription accrue des gènes contrôlant la progression du cycle 
cellulaire et alors favoriser l’hyperprolifération dans les cellules cancéreuses 
colorectales humaines.
Par ailleurs, nous avons identifié deux formes du partenaire de dimérisation 
DP-2 qui sont exprimées de manière différente dans les cellules cancéreuses 
colorectales humaines et normales. Ainsi, l’expression de DP-240 dans les cellules 
cancéreuses colorectales pourrait participer à la localisation nucléaire permanente 
d’E2F4, à l’hyperprolifération et à la formation de cancer dans le côlon et le rectum.
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Afin de comprendre le processus long et complexe qu’est le développement du 
cancer colorectal mais aussi ouvrir de nouvelles voies thérapeutiques, il est crucial 
d ’élucider les étapes de la progression tumorale, depuis la mutation initiale jusqu’à la 
tumeur. Mes travaux identifient plusieurs mécanismes de régulation de la localisation 
et donc de l’activité transcriptionnelle du facteur de transcription E2F4 dans les 
cellules normales et cancéreuses d’origine intestinale. Dans les cellules cryptales 
intestinales normales, la phosphorylation et la translocation nucléaire d’E2F4 sont 
induites par des facteurs de croissance et ce, via l’activation de la voie 
Ras/Raf/MEK/ERK, un sentier souvent déjà hyperactivé dans les foyers de cryptes 
aberrantes. Ainsi, l’hyperphosphorylation et la localisation nucléaire d’E2F4 qui sont 
associées à la progression du cycle cellulaire des cellules cryptales contribuent fort 
possiblement à l’initiation du processus tumoral dans l’intestin et pourraient ainsi 
constituer des marqueurs pronostiques pour les stades précoces du cancer colorectal.
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